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« Progress is made by trial and failure; the failures are generally a hundred times 
more numerous than the successes; yet they are usually left unchronicled » 
 
William Ramsay 
Prix Nobel de chimie 1904 
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Abstract 
An early alteration of both cerebral glucose metabolism and synaptic activity has been consistently 
described in Alzheimer's disease (AD) patients. Metabolism of glucose via glycolysis and the citric acid 
cycle produces ATP that is essential for synaptic activity and plasticity. In the brain, glucose is 
predominantly processed glycolytically into astrocytes and not by neurons. Beyond ATP production, a 
major function of aerobic glycolysis is to provide precursors to support macromolecular synthesis. L-
serine, generated from glucose through diversion of the glycolytic intermediate 3-phosphoglycerate 
(3PG) into the phosphorylated pathway, is only produced in astrocytes by 3-phosphoglycerate 
dehydrogenase (PHGDH), selectively expressed in those glial cells. L-serine is the precursor of D-serine, 
the main co-agonist of synaptic NMDAR, required for synaptic activity and plasticity.  
We used 3xTg-AD mice, which develop a progressive pathology, to investigate whether a defective 
production of L-/D-serine contributes to early synaptic deficits in AD. We found that 3xTg-AD mice display 
early in vivo alterations of glucose metabolism, synaptic deficits (LTP) in the CA1 region and also lower 
concentration of L-serine. The local expression of PHGDH was significantly altered. Exogenous D-serine 
completely rescued LTP in 3xTg-AD mice.  
These data support the hypothesis that a deficit of L-serine synthesis by astrocytes likely mediated by a 
decreased glycolytic flux may be responsible for the synaptic alteration mediated by NMDAR in the 
hippocampus of 3xTg-AD mice.  
Key words: Alzheimer's disease, 3xTg-AD, astrocyte, metabolism, L-/D-serine, PHGDH, synaptic 
activity. 
 
Résumé 
Les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (MA) souffrent d’altérations métaboliques et synaptiques 
précoces. Via la glycolyse et le cycle de Krebs, le métabolisme du glucose permet la production d’ATP, 
essentielle à l’activité et la plasticité synaptique. Dans le cerveau, le glucose est principalement 
métabolisé par les astrocytes que par les neurones. En plus de la production d’énergie, la glycolyse 
fournit les précurseurs indispensables à la synthèse de biomolécules comme la L-sérine. Cet acide 
aminé est produit à partir du glucose par la déviation du 3-phosphoglycérate (3PG), un intermédiaire 
glycolytique, via l’enzyme 3-phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH), exprimée spécifiquement 
dans les astrocytes. La L-sérine est le précurseur de la D-sérine, le principal co-agoniste des NMDAR 
nécessaires à l’activité et la plasticité synaptique. 
Nous avons utilisé des souris 3xTg-AD, un modèle développant une MA progressive, afin d’étudier si 
une altération de la production de L-/D-sérine pouvait contribuer à des déficits synaptiques. 
A 6 mois, lorsque les souris 3xTg-AD ne possèdent pas encore de plaques amyloïdes dans 
l’hippocampe, nous avons observé in vivo une diminution du métabolisme du glucose, de la 
concentration de L-sérine et des déficits synaptiques (LTP). L’expression locale de la PHGDH est aussi 
altérée. L’application de D-sérine restaure complètement les déficits de LTP chez les souris 3xTg-AD. 
Ces données supportent l’hypothèse qu’un déficit de production de L-sérine par les astrocytes médié 
par une diminution du flux glycolytique serait responsable de l’altération synaptique observée dans 
l’hippocampe des souris 3xTg-AD.  
Mots-clés : maladie d'Alzheimer, 3xTg-AD, astrocyte, métabolisme, L-/D-sérine, PHGDH, activité 
synaptique. 
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I. INTRODUCTION 
A. La maladie d'Alzheimer 
La démence affecte la mémoire, le raisonnement, le comportement des personnes ainsi que leur 
aptitude à réaliser des tâches quotidiennes. Aujourd’hui, plus de 35 millions de personnes sont atteintes 
de démence dans le monde et, selon la plupart des études épidémiologiques, ce chiffre devrait tripler 
d'ici 2050 (World Alzheimer Report 2015, ADI). Cependant, un article récent regroupant plusieurs 
études épidémiologiques a reconsidéré la prévalence de développer une démence au sein des 
populations européennes. Les auteurs observent une stabilisation, voire une légère diminution de la 
prévalence des cas de démences en Europe au cours des vingt dernières années par rapport aux 
prédictions de l'époque (Wu et al., 2015). Ils mettent en avant les changements sociétaux (éducation, 
conditions de vie, moyens de prévention mis en place) qui impactent positivement la santé de la 
population. Cette stabilisation de la prévalence dans certains pays européens ne semble pas concerner 
les pays d’Afrique et d’Asie où, au contraire, une augmentation de la prévalence est prévue pour les 
années à venir. 
La maladie d'Alzheimer (MA) est la forme de démence la plus fréquente, représentant environ 70% des 
cas. Elle a été décrite pour la première par Alois Alzheimer, psychiatre et neuropathologiste allemand, 
en 1906 après la mort d'une patiente atteinte de démence. Alois Alzheimer procède à une analyse 
histologique de son cerveau ce qui lui permet d'identifier des lésions spécifiques (Graeber and 
Mehraein, 1999). En 1911, à la découverte d'un deuxième cas, le psychiatre Emil Kraepelin propose de 
désigner ce type de démence "maladie d'Alzheimer" (MA).  
1) Les signes histopathologiques de la MA 
La majorité des cas de MA sont d'origine sporadique mais il existe des formes familiales se déclarant 
de façon précoce (avant 60 ans). Il a été identifié trois gènes dont les mutations sont impliquées dans 
le développement de la forme familiale de la MA. L'identification de ces gènes et de la forme familiale 
de la MA a permis la génération des premiers modèles animaux, accélérant l'étude de cette maladie. 
A l'origine, la MA a été caractérisée par des études histologiques post-mortem qui ont révélé trois types 
de lésions : l'atrophie cérébrale, les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires.  
a) L'atrophie cérébrale 
Les études de tissus post-mortem de patients atteints de la MA ont révélé une atrophie cérébrale de 
certaines zones du cerveau. Les régions les plus touchées par cette atrophie sont le cortex entorhinal, 
l'hippocampe ou encore l'amygdale (de la Monte, 1989). L’imagerie par résonance magnétique (IRM) a 
permis l'étude longitudinale de l'atrophie cérébrale de personnes risquant de développer la MA (Figure 
1). L'atrophie démarre dans les lobes temporaux, se poursuit dans les lobes pariétaux puis dans le lobe 
frontal (Whitwell, 2010). Cette atrophie cérébrale est causée par une perte importante de neurones et 
de synapses dans ces régions (Whitehouse et al., 1982, Bondareff et al., 1989). 
24 
 
 
Figure 1. L'atrophie de l'hippocampe est un marqueur de la MA. 
Imagerie par résonance magnétique montrant A. un sujet sain et B. un patient atteint de la MA. 
L'hippocampe est entouré de blanc afin d'aider à la visualisation de son atrophie chez les patient MA. 
Figure modifiée à partir de (Mosconi, 2005). 
 
b) Les dégénérescences neurofibrillaires 
Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) sont des lésions composées d'agrégats de la protéine tau 
anormalement phosphorylée qui s'accumulent dans le corps cellulaire des neurones (Figure 2). La 
protéine tau appartient à la famille des protéines associées aux microtubules (MAP). Elle interagit avec 
les microtubules via ses domaines de liaison. Elle est fortement exprimée dans les neurones, 
particulièrement dans les axones (Binder et al., 1985).  
En plus des neurones, le cerveau est composé des cellules gliales regroupant les astrocytes, les cellules 
microgliales et les oligodendrocytes. Ces cellules gliales, au départ moins étudiées, sont maintenant 
reconnues comme étant des acteurs majeurs de la plupart des fonctions cérébrales. Leur rôle dans le 
cadre de la MA est de plus en plus étudié. Dans certaines tauopathies, la protéine tau est retrouvée 
dans les astrocytes et les oligodendrocytes (Nishimura et al., 1992, Feany and Dickson, 1995, Komori 
et al., 1998). Cependant aucune étude n'a montré son expression dans les astrocytes de patients 
atteints de la MA. 
En condition physiologique, tau est une protéine soluble permettant la stabilisation des microtubules en 
promouvant l’assemblage de la tubuline (Cleveland et al., 1977) et la régulation du transport axonal. 
Elle possède 84 sites potentiels de phosphorylation qui permettent de moduler son activité. En condition 
pathologique, la protéine tau est anormalement phosphorylée, perd sa propriété de solubilité et forme 
des structures filamenteuses (Figure 2). La protéine tau hyperphosphorylée n'interagit plus 
25 
 
correctement avec les microtubules (Biernat et al., 1993, Bramblett et al., 1993) et s'accumule dans les 
compartiments somato-dendritiques pour former des agrégats puis des DNF (Kowall and Kosik, 1987). 
 
Figure 2. La protéine tau et ses différents états d'agrégation. 
La protéine tau est associée aux microtubules (MT) et peut être phosphorylée par différentes kinases. 
Son hyperphosphorylation empêche son interaction avec les MT et conduit à son agrégation jusqu'à la 
formation de dégénérescence neurofibrillaire. Figure adaptée de (Gotz and Ittner, 2008, Santa-Maria et 
al., 2012). 
 
c) Les plaques séniles 
Les plaques séniles sont des dépôts extracellulaires dus à l'accumulation d'une protéine appelée 
amyloïde-β (Aβ) selon une conformation en feuillet β. La protéine Aβ dérive de la protéolyse de la 
protéine précurseur de l'amyloïde (APP). L'APP peut être clivée par deux voies impliquant différentes 
enzymes protéolytiques: la voie amyloïdogénique qui conduit à la formation d'Aβ et la voie non-
amyloïdogénique (Figure 3) qui ne permet pas la production du peptide amyloïde (Haass and de 
Strooper, 1999).  
Cette vision binaire du clivage de l'APP s'est récemment enrichie, notamment avec la découverte de la 
η-sécrétase. Alors que le peptide Aβ a été pointé du doigt depuis longtemps comme étant le peptide 
participant à la pathologie de la MA, cette η-sécrétase introduit la production d'un nouveau peptide à 
partir de l'APP : le peptide amyloïde-η. Ce peptide, présent dans les cerveaux des patients atteints de 
la MA, perturbe la transmission synaptique (Willem et al., 2015). Ces données récentes démontrent la 
complexité des mécanismes de "processing" de l’APP dans le cerveau. Nous ne savons pas encore si 
ces mécanismes diffèrent selon le type cellulaire (neurone, cellules gliales) et la région cérébrale 
observée. 
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Figure 3. La voie amyloïdogénique : clivage de la protéine APP et production du peptide 
amyloïde-β. 
Les enzymes β- et γ-sécrétases sont à l'origine de la production d'amyloïde-β par la voie 
amyloïdogénique alors que l'enzyme α-sécrétase est impliquée dans la voie non-amyloïdogénique de 
clivage de l'APP. Une fois le peptide amyloïde-β formé, il peut s'agréger et former des plaques 
amyloïdes. Figure adaptée de (Gotz and Ittner, 2008, Wirths et al., 2010). 
 
2) Les associations pangénomiques et les mutations génétiques associées à la 
MA 
La génétique a toujours joué un rôle important voire majeur dans la recherche sur la MA. Découverte 
des mutations des gènes de la protéine précurseur amyloïde (APP) et des présénilines-1 (PSEN1) et -
2 (PSEN2), associées à la forme familiale de la MA, puis association de l'allèle ε4 de l'apolipoprotéine 
E (APOE-ε4) avec le risque de développer la forme sporadique de la MA et, plus récemment, les études 
pangénomiques (Genome-Wide Association Studies (GWAS)) permettant l'analyse à grande échelle 
des variations génétiques des individus souffrant de la MA.  
Depuis 2003, l'initiative ADNI (Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative) a été lancée pour réunir un 
grand nombre de données d'imagerie IRM et PET, génétiques, de résultats de tests cognitifs et 
d'échantillons de sang et de liquide céphalo-rachidien (LCR) provenant de patients atteints de la MA et 
de contrôles sains. L'analyse et le traitement de toutes ces données a permis l'identification de 
nouveaux biomarqueurs de la MA ainsi que le suivi de la progression de ces marqueurs relativement à 
l'avancement de la MA (http://adni.loni.usc.edu/). Cette formidable banque de données a été analysée 
par des chercheurs afin d'identifier des associations génétiques entre les patients développant la forme 
sporadique de la MA. 
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a) Le clivage de l'APP : PSEN1, PSEN2 et ADAM10 
Des mutations dans la protéine précurseur de l'amyloïde (APP) (Goate et al., 1991) ou bien dans les 
enzymes des présénilines-1 (PSEN1) (Mullan et al., 1992) et -2 (PSEN2) (Sherrington et al., 1995), ou 
encore des composants du complexe de la γ-sécrétases menant au clivage amyloïdogénique de l'APP 
(Figure 3), sont associées au développement de la forme familiale de la MA. 
Plus récemment, les GWAS ont permis l'identification d'un variant du gène ADAM10 (la principale 
enzyme α-sécrétase) impliqué dans le développement de la forme sporadique de la MA. Cette enzyme 
promeut le clivage non-amyloïdogénique de l'APP. 
b) APOE et métabolisme du cholestérol 
L'allèle ε4 du gène APOE est le facteur de risque le plus fort associé au développement de la MA 
(Corder et al., 1993). Son rôle dans le transport du cholestérol, la neuroplasticité et l'inflammation en 
fait une protéine fortement impliquée dans la pathogénèse de la MA (Kim et al., 2009). Des variants des 
gènes CLU et ABCA7, codant respectivement pour une apolipoprotéine et un transporteur du 
cholestérol, ont été aussi associés à la MA (Lambert et al., 2013, Karch and Goate, 2015). 
c) Réponse immunitaire 
Certains variants des gènes CR1 (protéine du complément), CD33 (récepteur présent sur les cellules 
microgliales et médiant leur activation), MS4A (famille de récepteurs des cellules myéloïdes et des 
monocytes) et TREM2 (récepteur présent sur les cellules microgliales qui stimule la phagocytose et 
inhibe l'inflammation) sont associés avec le développement de la MA et plus particulièrement la réponse 
immunitaire dans la MA (Lambert et al., 2013, Karch and Goate, 2015). 
d) Endocytose 
Différents gènes impliqués dans l'endocytose ont été identifiés dans les GWAS comme associés à la 
MA. Ces gènes sont BIN1 (impliqué dans la régulation de l'endocytose), PICALM (protéine nécessaire 
à l'assemblage des protéines formant la membrane de certaines vésicules: les clathrines), CD2AP (cette 
protéine a un rôle dans le trafic intracellulaire et l'organisation du cytosquelette) et SORL1 (protéine 
impliquée dans le trafic des vésicules de la membrane plasmique au réticulum endoplasmique) (Lambert 
et al., 2013, Karch and Goate, 2015). 
 
L'identification de ces nouveaux gènes de susceptibilité de développer la MA questionne la 
pertinence des modèles existants de la MA, développés seulement à partir de l’identification des 
gènes mutés dans les formes familiales de la MA. Il semble nécessaire que de nouveaux modèles 
animaux soient créés afin d'étudier l'implication de ces gènes dans la pathogénèse de la MA. 
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3) La MA, une synaptopathie 
Le terme de synapse a été introduit par C. Sherrington afin de désigner la jonction entre deux cellules 
nerveuses et permettant la transmission des messages nerveux. Les synapses sont des structures 
anatomiques spécialisées composées du compartiment présynaptique, du compartiment 
postsynaptique (épine dendritique) et de la fente synaptique. Les épines dendritiques possèdent des 
formes et des tailles variables (comprises entre 0,01 et 0,8 µm3). Elles peuvent être composées de 
NMDAR, AMPAR, récepteurs métabotropiques et de protéines telles que PSD-95, synaptophysine ou 
p65. Dans les années 80, de nombreuses études post-mortem ont identifié une diminution du nombre 
de synapses chez les patients atteints de la MA (Figure 4) (Perdahl et al., 1984, Masliah et al., 1989). 
La perte synaptique est aussi un meilleur indice de corrélation des symptômes cognitifs que la présence 
des plaques amyloïdes (Serrano-Pozo et al., 2011), ce qui en fait un paramètre particulièrement 
intéressant pour l'étude de la MA. Les mécanismes conduisant à cette perte ne sont pas encore 
totalement élucidés mais l'implication de l'Aβ est fortement soupçonnée. 
 
Figure 4. Perte synaptique chez les patients atteints de la MA. 
Marquage de la protéine synaptophysine sur du tissu de patient atteint de la MA et du tissu de sujet 
sain. Modifiée de (Ho et al., 2005). 
 
 
L'application d'Aβ sous forme d'oligomères promeut la génération d’espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) dans les neurones, possiblement via l'interaction de l'Aβ avec les NMDAR. En effet, l'ajout 
d'anticorps prévenant l'interaction entre l'Aβ et les NMDAR inhibe la production neuronale de ROS (De 
Felice et al., 2007). Des protéines des épines synaptiques comme la PSD-95, indispensable à la 
stabilisation des NMDAR, semblent avoir une expression diminuée en présence d'Aβ (Roselli et al., 
2005). L'Aβ induit une perte synaptique et une diminution des influx calciques des neurones (Shankar 
et al., 2007). Ces effets nécessitent la présence d'amyloïde et sont dépendants de la forme agrégée de 
l'Aβ. La modulation de l'état d'agrégation de l'amyloïde peut prévenir les effets négatifs de l'Aβ (Shankar 
et al., 2007). Ainsi les monomères d'Aβ semblent moins toxiques pour les cellules nerveuses que les 
oligomères d'Aβ (Selkoe, 2008). 
La potentialisation à long terme (LTP), un modèle d'étude de la plasticité synaptique, et la mémoire sont 
altérées en présence d'oligomères d'Aβ (Shankar et al., 2008). Cependant de nombreuses études sur 
l'influence de l'Aβ dans le maintien de la LTP montrent des résultats contradictoires (Marchetti and 
Marie, 2011). Bien que l'hétérogénéité des protocoles d'étude utilisés puisse être à l'origine de ces 
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différences, de nouvelles recherches restent nécessaires à la compréhension des mécanismes 
impliquant l'Aβ dans les perturbations synaptiques.  
4) La MA, une maladie "métabolique" 
Depuis de nombreuses années, le métabolisme cérébral peut être étudié de manière non invasive par 
FDG-PET (2-[18F]-Fluoro-2-Desoxy-D-Glucose par Tomographie à Emission de Positrons). Les patients 
atteints de la MA présentent des diminutions du métabolisme dans différentes régions cérébrales (cortex 
frontal, cortex pariéto-temporal, hippocampe) (Figure 5). L'hypométabolisme cérébral des patients 
apparait de façon précoce. En plus d'être un paramètre d'étude de la MA, le métabolisme cérébral est 
aussi devenu un outil diagnostique des démences cérébrales et de leur évolution (pour revue (Mosconi, 
2005)).  
 
Figure 5. Les régions cérébrales montrant un hypométabolisme chez les patients atteints de la 
MA identifiées par FDG-PET. 
Figure modifiée de (Mosconi, 2005). 
 
 
Des études histologiques et biochimiques ont mis en évidence une diminution des transporteurs du 
glucose (principale source d'énergie du cerveau) chez les patients atteints de la MA (Simpson et al., 
1994, Harr et al., 1995) ainsi qu'une réduction de l'activité d'enzymes du métabolisme (Sorbi et al., 1983, 
Gibson et al., 1988).  
 
La MA est une maladie complexe touchant différentes structures cérébrales. Les deux 
principales caractéristiques auxquelles nous nous sommes intéressés sont les altérations de 
transmission synaptique et de métabolisme énergétique dans cette maladie. A l’origine, seule 
l’implication des neurones était étudiée car ce sont les cellules qui dégénèrent dans la MA. 
Cependant, l’émergence du rôle des cellules gliales dans la plupart des fonctions cérébrales 
(métabolisme et transmission synaptique notamment) en font aujourd’hui des acteurs majeurs 
de la régulation cérébrale. L’étude de leur rôle dans ces différentes fonctions et de leur 
implication potentielle dans la MA est primordiale. 
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B. Les interactions entre neurones et astrocytes en conditions 
physiologiques et pathologiques 
Les neurones sont les cellules cérébrales qui ont été les plus étudiées en raison de leur rôle dans la 
communication nerveuse : la génération de potentiels d'action et de courants électriques. Cependant, 
dès 1846, Virchow a décrit un tissu connectif formant une sorte de ciment englobant les cellules 
nerveuses dans le cerveau et la moelle épinière (Garcia-Marin et al., 2007). Parmi ces cellules, celles 
ayant une forme étoilée ont été nommée "astrocytes" par Michael von Lenhossék en 1893. En 1909, 
Ramón y Cajal développe une méthode d'imprégnation des tissus permettant une meilleure visualisation 
des astrocytes. Leur forme particulière et leur localisation entre les neurones et les vaisseaux sanguins 
a permis de poser de nombreuses hypothèses quant à leur fonction dans le système nerveux : 
communication, support métabolique, maintien de l'homéostasie cérébrale, régulation du flux sanguin 
cérébral et de la transmission synaptique. L'étude intensive de cette population cellulaire a permis de 
valider la participation des astrocytes dans la plupart de ces fonctions cérébrales. 
1) Organisation, morphologie et fonction des astrocytes 
a) En condition physiologique 
Les astrocytes sont une population hétérogène au niveau de leur localisation, de leur morphologie et 
de leur statut d'activation. Les astrocytes protoplasmiques, situés dans la substance grise, sont en 
contact avec les synapses et les astrocytes fibreux, situés dans la substance blanche, sont au contact 
des axones et des vaisseaux sanguins (Miller and Raff, 1984) (Figure 6C,E). Les astrocytes 
interagissent avec les vaisseaux sanguins via leurs pieds astrocytaires. Leur morphologie a tout d'abord 
été identifiée par des marquages de différentes protéines spécifiquement exprimées dans les astrocytes 
comme la GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein), un filament intermédiaire, ou la S100β, une protéine de 
liaison au calcium. Plus récemment, la complexité de la morphologie des astrocytes a été étudiée par 
des expériences de remplissage des astrocytes avec différents colorants fluorescents. En effet, le 
marquage GFAP ne représente qu'environ 15% du volume total occupé par l'astrocyte, l'utilisation de 
colorants fluorescents a permis de décrire plus précisément la morphologie astrocytaire (Bushong et 
al., 2002) (Figure 6A). Ces expériences témoignent aussi de l'organisation en domaines distincts des 
astrocytes, sans recouvrement de leur domaine respectif (Figure 6B). Les astrocytes sont organisés 
en réseau communicant via de nombreuses gap-junctions formées principalement par les connexines 
43 et 30 (Giaume et al., 2010) (Figure 6D). Ces canaux permettent le transport et l'échange de plusieurs 
molécules tels les ions, des métabolites énergétiques ou encore des seconds messagers. 
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Figure 6. Morphologie et caractéristiques des astrocytes. 
A. Le marquage immunologique de la GFAP et le remplissage de certains astrocytes avec un colorant 
rouge montre la perte de complexité morphologique d'un simple marquage GFAP des astrocytes. 
B. Des astrocytes voisins remplis de colorants de différentes couleurs témoignent de l'organisation des 
astrocytes en domaines distincts. 
C. Image de microscopie électronique montrant une épine dendritique (S) et un bouton synaptique (B), 
les astrocytes sont en bleu et marqués d'une étoile (*).  
D. Un astrocyte (indiqué par une flèche) a été rempli par un colorant fluorescent (Biocytine) qui a diffusé 
par les gap-junctions présentes dans le réseau astrocytaire.  
E. Un vaisseau sanguin recouvert de pieds astrocytaires visualisés par un marquage de la GFAP 
(blanc). Figure adaptée de (Bushong et al., 2002, Genoud et al., 2006, Oberheim et al., 2009, Escartin 
and Rouach, 2013). 
 
 
Les astrocytes, bien que partageant des caractéristiques communes, sont une population cellulaire 
hétérogène. Selon la morphologie des astrocytes, leur expression des protéines GFAP ou S100β, leur 
densité ou encore leur fréquence de prolifération, différents types d'astrocyte peuvent être identifiés : la 
glie de Bergmann, la glie épendymale, les astrocytes fibreux de la substance blanche, les astrocytes 
protoplasmiques de la substance grise, la glie radiaire ou encore la glie périvasculaire (Emsley and 
Macklis, 2006). Ainsi l'hippocampe des souris possède une forte densité d'astrocytes GFAP+ (500 
cellules par mm²) proliférant peu et une population moins dense d'astrocytes S100β+ (100 cellules par 
mm²) ayant une fréquence de prolifération d'environ 10% (Emsley and Macklis, 2006).  
En plus de leurs différences morphologiques, des populations astrocytaires ayant un profil moléculaire 
différent sont observées (Doyle et al., 2008). Par exemple, l'expression des transporteurs au glutamate 
(GLT1 et GLAST) évolue au cours du développement (Regan et al., 2007) et le transporteur GLAST est 
principalement exprimé dans la glie de Bergmann du cervelet. Les astrocytes peuvent avoir une 
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sensibilité différente aux neurotransmetteurs selon leur localisation (Oberheim et al., 2012) et leur 
couplage peut être différent. Ainsi, les astrocytes de la substance grise forment un syncytium alors que 
ceux de la substance blanche ne semblent pas couplés (Haas et al., 2006). Dans l'hippocampe, des 
réseaux astrocytaires circulaires ou allongés ont été identifiés selon la localisation des astrocytes dans 
le stratum radiatum ou la couche de cellules pyramidales (Houades et al., 2006). Deux populations 
astrocytaires ont été observées dans le cortex de souris basées sur les variations du volume des 
astrocytes en situation ischémique (Benesova et al., 2009). L'hétérogénéité astrocytaire au sein d'une 
structure cérébrale existe : morphologie, couplage, profil moléculaire.  
Des études se penchent sur l'origine développementale des astrocytes et le lien entre cette origine et 
l'hétérogénéité de populations observée. En effet, au cours du développement cérébral, les astrocytes 
sont alloués à un domaine spatial défini pouvant suggérer un rôle spécifique de ces cellules dans le 
système nerveux adulte (Tsai et al., 2012).  
Tous ces résultats démontrent qu’il existe une grande diversité au sein de la population astrocytaire et 
suggèrent des rôles différents selon la région cérébrale, le type de neurones qu'ils contactent, 
l'expression de récepteurs aux divers neurotransmetteurs ou leur profil moléculaire. Au cours des 
dernières années, le développement d’outils génétiques de plus en plus performants a aidé à la 
compréhension des fonctions de ces populations distinctes. Le StarTrack permet ainsi de suivre une 
lignée astrocytaire issue d'un seul progéniteur (Bribian et al., 2015), le tri des différentes populations 
cérébrales par FACS permet des analyses transcriptomiques (Zhang et al., 2014) ou encore l’imagerie 
à l’échelle cellulaire permettant le suivi de différentes molécules (Ca2+, métabolites…)(Barros et al., 
2013, Tong et al., 2013). 
 
b) En condition pathologique 
En condition pathologique, les astrocytes changent de morphologie, le soma des cellules s'hypertrophie 
et les prolongements cellulaires s'épaississent : les astrocytes deviennent réactifs. Ce changement 
morphologique s'accompagne d'une augmentation de l'expression de la GFAP et de la vimentine. La 
réactivité astrocytaire est un marqueur des lésions du système nerveux central. Dans la MA, ce 
phénomène de réactivité a été observé chez les patients, notamment à proximité des plaques Aβ (Beach 
et al., 1989, Itagaki et al., 1989) (Figure 7). La réactivité astrocytaire pourrait servir à isoler les plaques 
Aβ du reste du cerveau afin de le protéger ou elle pourrait aussi permettre l’accélération de la 
phagocytose de l'amyloïde. Bien que des études contradictoires existent (DeWitt et al., 1998), la plupart 
des études montrent que les astrocytes réactifs peuvent dégrader les dépôts d'Aβ (Wyss-Coray et al., 
2003). Cette dégradation, bien que moins efficace que celle des cellules microgliales, se fait via le 
système d'autophagie (Pomilio et al., 2015). 
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Figure 7. Réactivité des astrocytes entourant les plaques amyloïdes. 
Figure modifiée d’E. Hol Lab. 
 
La réactivité astrocytaire pourrait aussi être délétère dans la MA selon une publication récente de 
l'équipe d'E. Hol. L'isolation d'astrocytes de souris transgéniques de la MA a permis une analyse de leur 
profil transcriptomique. Les résultats suggèrent une altération de l'expression des gènes nécessaires 
au support et à la communication neuronale (Orre et al., 2014a). Il serait intéressant de reproduire cette 
étude dans des régions autres que le cortex afin d'étudier l'hétérogénéité des réponses astrocytaires.  
 
2) Les interactions neurones-astrocytes 
La morphologie particulière des astrocytes leur permet d'être en contact avec les synapses et le système 
sanguin, et de créer un réseau de communication permettant de détecter les modifications de 
l'environnement et d'aider au maintien de l'homéostasie cérébrale. Leur interaction avec les neurones 
est indispensable au bon fonctionnement cérébral (Figure 8). 
 
a) Régulation des flux ioniques 
Les astrocytes régulent le pH extracellulaire du cerveau. Ils métabolisent le CO2 via l'action de l'enzyme 
CA (anhydrase carbonique), très abondante dans les astrocytes, pour former du bicarbonate (HCO3-) 
et un proton (H+). Le bicarbonate et le sodium (Na+) sont transportés dans le milieu extracellulaire via 
le co-transporteur Na+/HCO3- où le bicarbonate pourra éviter l'acidification du milieu extracellulaire en 
se liant à un proton, permettant ainsi le maintien du pH extracellulaire (Figure 8). 
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Figure 8. Les astrocytes sont indispensable à la régulation de l'homéostasie cérébrale. 
Les astrocytes sont impliqués dans de nombreuses interactions avec les neurones. Ils sont nécessaires 
au maintien du pH, constituent un support métabolique pour les neurones et sont indispensables au 
bon fonctionnement des synapses (absorption du glutamate afin d'éviter l'excitotoxicité et recyclage de 
ce neurotransmetteur). Enfin ils procurent des défenses anti-oxydantes aux neurones. Figure tirée de 
(Allaman et al., 2011).  
 
Grâce au "canal à eau" (water channel) aquaporine 4 (AQP4), les astrocytes peuvent maintenir 
l'équilibre hydrique du cerveau. L'activité neuronale entraine la libération d'une grande quantité de 
potassium (K+) dans le milieu extracellulaire. Les neurones et les astrocytes possèdent des 
transporteurs au K+ mais ce sont les astrocytes qui en possèdent le plus grand nombre et surtout des 
plus spécialisés : Kir4.1, Na+/K+-ATPase et Na+/K+/2Cl- notamment. L'inhibition du transporteur 
Na+/K+/2Cl- ne perturbe pas l'élimination du K+ libéré lors de l'activité neuronale contrairement aux Kir4.1 
et Na+/K+-ATPase (Larsen et al., 2014). Le Kir4.1 semble spécialisé dans l'absorption du K+ dans des 
régions localisées au moment de la transmission synaptique alors que le Na+/K+-ATPase interviendrait 
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dans la phase post-stimulus (Larsen et al., 2014). Ces transporteurs permettent aussi de maintenir 
l'équilibre ionique du sodium (Na+) et du chlorure (Cl-). Les astrocytes sont donc des acteurs de la 
régulation des flux ioniques dans le cerveau.  
 
b) Défenses anti-oxydantes 
La phosphorylation oxydative produit de nombreuses espèces réactives de l'oxygène (ROS). Le 
cerveau ayant un fort métabolisme oxydatif, il est donc nécessaire de réguler cette production de ROS. 
Les astrocytes possèdent de nombreuses défenses contre les ROS notamment le glutathione 
peroxydase et la catalase. Ils libèrent des molécules anti-oxydantes dans l'espace extracellulaire 
comme le glutathion (GSH) ou l'acide ascorbique qui peuvent être utilisées par les neurones pour 
neutraliser les ROS (Figure 8). La synthèse de glutathion est limitée par la disponibilité de cystine. 
L'échangeur cystine/glutamate (xCT) est nécessaire à cet apport de cystine. Shih et al. ont montré que 
l'augmentation de l'expression de ce transporteur dans les astrocytes est suffisant pour augmenter la 
synthèse et la libération de glutathion afin d'assurer la protection des neurones contre un stress oxydatif 
(Shih et al., 2006). 
Dans la MA, les défenses anti-oxydantes semblent altérées. La présence d'Aβ peut induire la production 
de ROS par les astrocytes conduisant à la diminution drastique de GSH (Abramov et al., 2003). L'Aβ 
provoque une augmentation calcique dans les astrocytes pouvant induire une augmentation de ROS 
par l'activation de la NADPH oxydase. L'inhibition de cette enzyme ou du calcium extracellulaire diminue 
la production de ROS (pour revue (Angelova and Abramov, 2014)). 
 
c) Régulation du flux sanguin et de la BBB 
La barrière hémato-encéphalique (BBB) est une composante indispensable à la régulation de l'interface 
entre tissu cérébral et réseau sanguin. Elle permet notamment la régulation ionique, hydrique et la 
concentration des métabolites. La BBB est composée des cellules endothéliales, de la membrane 
basale des vaisseaux, des péricytes et des pieds astrocytaires périvasculaires (Figure 9). Les cellules 
endothéliales possèdent de nombreuses jonctions serrées afin de contrôler finement l'entrée de 
molécules dans le tissu cérébral (Dejana et al., 2008). Les transporteurs spécifiques des cellules 
endothéliales et des pieds astrocytaires participent à la régulation des flux entre le tissu cérébral et le 
réseau vasculaire. L'expression des transporteurs Kir4.1, GLUT-1 et AQP4 au niveau des pieds 
astrocytaires peut réguler la concentration potassique du tissu cérébral, l'apport de métabolites et la 
redistribution de l'eau (Abbott et al., 2006). Les astrocytes participent aussi à la croissance et au 
maintien de la BBB en sécrétant des facteurs comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 
les angiopoiétines ou le GDNF (Glia-Derived Neurotropic Factor) (Alvarez et al., 2013).  
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Figure 9. Les astrocytes sont impliqués dans la régulation et le maintien de l'intégrité de la BBB. 
Les pieds astrocytaires sont en contact étroit avec les composants de la BBB, péricytes, membrane 
basale et cellules endothéliales. Les astrocytes participent au contrôle des flux ioniques, hydriques et 
des métabolites entre le système vasculaire et le tissu cérébral. Figure issue d’I. Krizbai Lab. 
 
L'activité neuronale induit une augmentation du flux sanguin cérébral. Les astrocyte et les neurones via 
les cellules musculaires lisses et les péricytes participent à ces changements de flux sanguins. De par 
leur localisation proche des vaisseaux et des neurones ainsi que leur morphologie permettant la 
communication entre des cellules, les astrocytes ont rapidement été "soupçonnés" d'être des acteurs 
potentiels permettant la modulation du flux sanguin cérébral. En effet, de nombreuses études ont montré 
que l'activité neuronale pouvait être détectée par les astrocytes qui vont y répondre par la libération de 
molécules vasoactives au niveau des pieds astrocytaires. Ces molécules vasoactives sont issues du 
métabolisme de l'acide arachidonique : la PGE2 (Prostaglandine E2) et l'EET (Acide 
Epoxyeicosatrienoique) dilatent les vaisseaux alors que le 20-HETE (Acide 20-hydroxy-
eicosatetraenoique) induit leur contraction (Figure 10) (MacVicar and Newman, 2015). Avec 
l'amélioration des techniques d'observations des cellules in vitro et in vivo, des études plus récentes ont 
montré que tous les astrocytes ne réagissent pas de la même façon lors d'une activation neuronale. 
Certaines équipes ont identifié une population d'environ 5-8% des astrocytes ayant une réponse 
calcique, mais la rapidité de cette réponse (de l'ordre de 0,6 sec ou de plusieurs secondes) reste 
controversée. De même pour la localisation de cette réponse qui est placée dans les prolongements 
astrocytaires ou dans le soma des cellules selon les études (pour revue (Filosa et al., 2015). Ces 
résultats soulèvent l'hypothèse de différentes populations astrocytaires réagissant de manière différée 
et différente à l'activité neuronale et à l'augmentation du flux sanguin. 
Afin d'étudier le rôle des astrocytes et de leur réponse calcique qui semble impliquée dans la régulation 
du flux sanguin, des souris IP3R2-KO ont été utilisées. La principale voie de libération du calcium des 
astrocytes est inhibée chez ces souris. Malgré cette inhibition, plusieurs articles ont montré que ces 
souris avaient une réponse vasculaire normale (Filosa et al., 2015). Différentes explications sont 
envisageables notamment l'implication d'une autre source de calcium (via la famille des TRP (Transient 
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Receptor Potential cation channel) par exemple), la mise en place de mécanismes de compensation 
chez ces souris ou bien le fait que les astrocytes ne jouent pas un rôle primordial dans la régulation du 
flux sanguin cérébral. 
D'autres équipes se sont penchées sur l'implication des neurones dans la modulation du flux sanguin 
cérébral. Les neurones produisent aussi une réponse à la transmission synaptique permettant la 
modulation du flux sanguin sous forme de PGE2 et de monoxyde d'azote (NO) (Figure 10). Les 
neurones semblent être la principale source de PGE2 du cerveau pendant une stimulation sensorielle 
et non les astrocytes comme précédemment décrit (Lacroix et al., 2015). 
 
Figure 10. Les astrocytes participent au couplage entre l'activité neuronale et le flux sanguin. 
L'activité neuronale induit la production de NO dans le compartiment post-synaptique, ayant un effet 
vasodilatateur. Les astrocytes répondent à l'activité neuronale par la production de molécules 
vasodilatatrices (EET, PGE2) mais aussi de molécules permettant la constriction des vaisseaux 
sanguins (20-HETE). Figure issue de (Attwell et al., 2010). 
 
 
L'étude du flux sanguin cérébral est un domaine controversé. Les études in vivo et in vitro donnent 
parfois des résultats contradictoires quant à la régulation du flux sanguin car les conditions 
expérimentales sont très différentes : absence de tonus, pas de flux sanguin, concentration en oxygène 
différente pour les études in vitro par exemple. L'intégration de ces résultats et de ceux qui seront 
publiés dans les prochaines années permettra probablement de déterminer plus précisément le rôle 
des différents types cellulaires dans la régulation du flux sanguin cérébral. Différents types cellulaires 
sont sûrement impliqués, voire des sous-populations de ces types cellulaires qui peuvent intervenir en 
fonction du type d'activation neuronale ou de la région cérébrale activée : l'intégration de toutes ces 
signaux pouvant conduire à la modulation du flux sanguin. 
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d) Intégrité de la BBB et flux sanguin dans la MA 
Certains patients atteints de la MA souffrent d'angiopathie amyloïde cérébrale, de micro-infarctus et de 
perturbation de la BBB (Iadecola, 2004, Zlokovic, 2011). La perte des jonctions serrées entre les 
péricytes et les cellules endothéliales peut causer le passage de protéines présentes dans le sang 
(notamment de l'hémoglobine, la plasmine ou la thrombine) dans le cerveau. Les cellules gliales sont 
sensibles à ces protéines qui peuvent provoquer la formation de ROS dans les astrocytes, entrainant 
une diminution du pool de GSH astrocytaire et donc de GSH libéré par les astrocytes. Cette diminution 
de GSH peut entrainer une altération des défenses anti-oxydantes des neurones et médier la toxicité 
neuronale. La production de ROS et l'activation astrocytaire peut activer l'expression de la β-sécrétase 
dans les astrocytes, une enzyme spécifique des neurones en condition physiologique (Rossner et al., 
2005). Cette expression de la β-sécrétase dans les astrocytes semble délétère dans la MA car elle 
active le clivage amyloïdogénique de l’APP. La réduction du flux sanguin cérébral peut induire une 
hypoxie localisée entrainant l'augmentation du clivage amyloïdogénoique de l'APP. Le facteur HIF1α 
(Hypoxia-Inducible Factor 1α) médie l'augmentation de la transcription de la β-sécrétase, de la 
phosphorylation de la protéine tau via la MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et la diminution de 
l'enzyme de dégradation de l'Aβ, la néprilysine (Zhang et al., 2007, Fang et al., 2010, Wang et al., 2011). 
Une diminution de l'expression des transporteurs au glucose GLUT1 au niveau de la BBB, une 
rétractation des pieds astrocytaires et une altération de la morphologie des péricytes a été décrite chez 
les souris exprimant le peptide Aβ (Merlini et al., 2011). Tous ces événements conduisent à une 
perturbation de la BBB chez ces souris exprimant une forme mutée de l’APP, or le maintien de la BBB 
semble indispensable pour préserver l'intégrité cérébrale. 
 
e) Support métabolique des neurones 
Ne représentant que 2% du poids total du corps humain, le cerveau consomme 20% des ressources en 
oxygène et glucose. Selon les derniers travaux d'Engl et Attwell, un modèle de distribution de l'énergie 
utilisée par les différents activités du cerveau a été proposé (Figure 11) (Engl and Attwell, 2015).  
Selon ce modèle, 60% de l'énergie consommée par le cerveau est utilisée pour la transmission 
synaptique et la restauration des gradients ioniques. La consommation de glucose, la principale source 
d'énergie du cerveau, est couplée à l'activité synaptique (Magistretti, 2006). Cette hypothèse de 
couplage neuro-métabolique a été proposée dès les années 70 avec les travaux de L. Sokoloff qui, par 
modification d'une activité fonctionnelle locale, a montré la corrélation avec l'accumulation de 14C-2-
désoxyglucose (2DG). En bloquant la vision par exemple, une diminution de l'accumulation de 2DG 
dans les régions cérébrales correspondantes est observée (des Rosiers et al., 1978). 
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Figure 11. Dernier modèle résumant la distribution de la consommation d'énergie autre que la 
communication neuronale. 
Modèle théorique fondé sur des estimations et des données expérimentales. Figure de (Engl and 
Attwell, 2015). 
 
 
En 1994, un modèle impliquant les astrocytes dans ce couplage neuro-métabolique a été proposé 
(Pellerin and Magistretti, 1994). La transmission synaptique conduit à la libération de glutamate 
extracellulaire qui est en grande partie capté par les astrocytes via les transporteurs au Na+/glutamate 
GLT1 et GLAST. L'entrée du glutamate dans l'astrocyte est accompagnée de l'entrée de molécules de 
Na+ qui sont rejetées dans le milieu extracellulaire via la pompe Na+/K+-ATPase. Ce transport nécessite 
l'utilisation d'ATP et produit des molécules d'ADP et Pi qui peuvent activer l'entrée de glucose dans les 
astrocytes via le transporteur GLUT1. Le glutamate peut stimuler la glycolyse astrocytaire et la synthèse 
de son produit final, le lactate. Ce lactate serait transporté dans les neurones via les MCT 
(MonoCarboxylate Transporteur) où il peut être converti en pyruvate, qui entrera dans le cycle de Krebs 
(TCA cycle) pour produire l'ATP nécessaire aux neurones. Ce transport du lactate entre les astrocytes 
et les neurones est appelé l'ANLS (Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle) (Figure 12). 
D'autres modèles que l'ANLS existent, en particulier le NALS (Neuron-Astrocyte Lactate Shuttle) faisant 
l'hypothèse d'un échange de lactate des neurones aux astrocytes (Mangia et al., 2009) ou bien 
l'hypothèse selon laquelle les neurones aient un métabolisme plus glycolytique que les astrocytes et 
qu'ils ne dépendent donc pas du lactate astrocytaire pour subvenir à leur besoin énergétique 
(Lundgaard et al., 2015). 
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Figure 12. Le couplage neuro-métabolique nécessite les astrocytes. 
Cette représentation schématique de l'ANLS (Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle) montre l'activation de 
la glycolyse dans les astrocytes lors de l'activité synaptique. Le métabolisme du glucose conduit à la 
formation de pyruvate qui est converti en lactate par l'enzyme lactate déshydrogénase (LDH5). Ce 
lactate est ensuite transporté via les transporteurs MCT (MonoCarboxylate Transporteur). Dans les 
neurones, le lactate peut être utilisé comme source d'énergie après conversion en pyruvate. Figure de 
(Magistretti and Allaman, 2015). 
 
 
Cependant, de nombreuses études supportent l'hypothèse de l'ANLS notamment grâce au 
développement de sondes FRET sensibles à différents métabolites (glucose (Fehr et al., 2003), lactate 
(San Martin et al., 2013), pyruvate (San Martin et al., 2014), NADH/NAD+ (Hung et al., 2011)) et pouvant 
s'exprimer dans des types cellulaires spécifiques. Ces sondes FRET permettent actuellement l'étude 
dynamique des flux métaboliques dans les cellules. 
L'inhibition de la recapture du glutamate par les astrocytes de souris n'exprimant pas GLT1 ou GLAST, 
entraine une perte de la réponse métabolique in vivo (Voutsinos-Porche et al., 2003). L'augmentation 
de la glycolyse et de la libération de lactate par les astrocytes n'est plus observée. En plus du glutamate, 
l'activité neuronale conduit à la libération de différentes molécules pouvant influencer le métabolisme 
astrocytaire. C'est le cas du potassium (K+) et de l'ammonium (NH4+) qui peuvent augmenter la 
glycolyse astrocytaire ou la production et la libération de lactate respectivement (Bittner et al., 2010, 
Lerchundi et al., 2015). 
L'importance du rôle du métabolisme astrocytaire dans la transmission synaptique a été élégamment 
montrée par une étude menée par Rouach et al. En utilisant des tranches de cerveaux, les auteurs ont 
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montré une perte d’activité synaptique en absence de glucose extracellulaire. Mais l'administration de 
glucose ou de lactate dans un astrocyte (même un astrocyte éloigné du site de transmission synaptique) 
peut restaurer la transmission synaptique, soulignant l'importance du couplage astrocytaire et de leur 
métabolisme. Cette étude suggère aussi l'importance des échanges entre astrocytes et neurones car 
cette activité synaptique n'est pas restaurée par ajout de glucose/lactate astrocytaire lors de l'inhibition 
des transporteurs au lactate (MCT) : l'échange de lactate entre les astrocytes et les neurones semble 
nécessaire à la transmission synaptique (Rouach et al., 2008). 
Les astrocytes sont les seules cellules du cerveau capable de synthétiser et stocker le glycogène produit 
à partir du glucose car ils expriment l'enzyme glycogène synthétase (Brown and Ransom, 2007). Les 
neurones aussi expriment cette enzyme mais la voie de production du glycogène dans ces cellules est 
inactivée par un mécanisme de dégradation continuelle de cette enzyme (Vilchez et al., 2007). Le 
glycogène astrocytaire peut être mobilisé en cas de besoin métabolique, il est alors hydrolysé en 
glucose-6-phosphate (G6P) qui peut entrer dans la voie de la glycolyse. L'équipe de B. McVicar a 
montré que l'élévation extracellulaire de K+ lors de l'activité neuronale ou l'absence de glucose peut 
entrainer une modification du pH extracellulaire qui est perçue par les astrocytes. Cette modification de 
pH, via l'enzyme adénylyle cyclase soluble (sAC), pourrait activer la glycogénolyse et donc la production 
de lactate par les astrocytes (Figure 13) (Choi et al., 2012).  
 
Figure 13. Implication du potassium et du glycogène dans l'ANLS. 
L'augmentation extracellulaire de la concentration en K+ lors de l'activité synaptique induit l'entrée du 
bicarbonate (HCO3-) dans les astrocytes, entrainant l'activation de l'adénylyle cyclase soluble (sAC). 
sAC active la synthèse d'AMPc qui facilite la dégradation du glycogène et par conséquent la production 
de lactate. Figure issue de (Choi et al., 2012). 
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L'étude par RNAseq des différentes populations cellulaires cérébrales par l'équipe de B. Barres a 
confirmé la spécificité de voies du métabolisme énergétique entre les astrocytes et les neurones (Zhang 
et al., 2014). Cette étude met en évidence la présence plus importante d'enzymes régulatrices de la 
glycolyse dans les astrocytes, leur permettant d'adapter leur flux glycolytique, ce que les neurones ne 
peuvent pas faire. De plus, l'enzyme 6-phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase isoforme 3 
(PFKFB3) qui permet la production du fructose-2,6-biphosphate (F2,6P2), un activateur de l'enzyme 6-
phosphofructo-1-kinase (PFK1) (régulateur majeur de la glycolyse) est différentiellement régulée dans 
ces populations cellulaires.  
 
Figure 14. Régulation de la glycolyse dans les neurones et les astrocytes. 
Le glycogène n'est stocké que dans les astrocytes. L'activité et l'expression de la PFKFB3 est réduite 
dans les neurones entrainant une régulation négative de la glycolyse dans ces cellules. La PDH, 
l'enzyme clef de l'entrée du pyruvate dans le cycle de Krebs est hyperphosphorylée et avec une activité 
réduite dans les astrocytes, favorisant la production de lactate plutôt que d'ATP via le cycle de Krebs. 
Contrairement aux neurones où la PDH est active et facilite l'entrée du pyruvate dans le cycle de Krebs. 
Figure issue de (Magistretti and Allaman, 2015). 
 
 
Dans les neurones, au contraire des astrocytes, la PFKFB3 est constamment dégradée par le 
protéasome, empêchant la régulation positive de la glycolyse (Figure 14) (Bolanos et al., 2010). Ce 
mécanisme peut expliquer la différence d'activité glycolytique entre les neurones et les astrocytes. En 
surexprimant la PFKFB3 dans les neurones, ceux-ci entrent en apoptose (Herrero-Mendez et al., 2009). 
Dans les neurones, le glucose est principalement métabolisé dans la voie des pentoses phosphate. 
Cette voie est la principale productrice de NADPH qui permet de régénérer le glutathion et donc de 
restaurer les capacités anti-oxydantes des neurones. Le flux oxydatif du cycle de Krebs peut être régulé 
par l'enzyme pyruvate déshydrogénase (PDH) dont l'activité dépend de son état de phosphorylation. 
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Plus l'enzyme est phosphorylée et moins elle est active. La PDH est ainsi très phosphorylée dans les 
astrocytes (Figure 14) (Halim et al., 2010). Pour revue (Magistretti and Allaman, 2015). 
Les neurones et les astrocytes ont des métabolismes différents, plutôt oxydatif ou glycolytique 
respectivement, et semblent couplés métaboliquement par l'échange du lactate produit par les 
astrocytes et transportés dans les neurones.  
 
Dans la MA, l'hypométabolisme observé chez les patients par FDG-PET ne permet pas de savoir quelle 
est la participation de chaque type cellulaire. Des études in vitro suggèrent que l'application d'Aβ sur 
des astrocytes entrainerait une augmentation de la capture de glucose, de la glycolyse, de la libération 
de lactate, de GSH et de la production de glycogène (Allaman et al., 2010). Ce changement métabolique 
aurait un impact négatif sur la viabilité des neurones. Cette augmentation de la glycolyse peut 
s'expliquer par une augmentation de l'expression de la PFKFB3 dans les astrocytes cultivés en 
présence d'Aβ (Fu et al., 2015). L'inhibition de la PFKFB3 semble aggraver l'accumulation d'Aβ autour 
des astrocytes et augmenterait leur vulnérabilité à la toxicité d'Aβ (Fu et al., 2015). Le statut métabolique 
des astrocytes peut être perturbé par l'Aβ et sa modification a des conséquences délétères sur 
l'accumulation d'Aβ et la survie neuronale. 
 
f) Maintien de l'homéostasie glutamatergique 
L'un des rôles majeurs des astrocytes concerne la régulation de l'homéostasie du glutamate. Les 
astrocytes sont capables de capter le glutamate libéré dans la fente synaptique lors de l'activité 
neuronale grâce à l'expression de transporteurs au glutamate de haute affinité GLT1 (EAAT2) et GLAST 
(EAAT1). Les neurones expriment aussi des transporteurs au glutamate EAAC1 (EAAT3) ou EAAT4. 
Les transporteurs astrocytaires limitent l'action du glutamate sur les récepteurs pré- et post-synaptiques 
et diminuent les courants induits par les NMDAR (récepteur N-méthyl-D-aspartate) et AMPAR 
(récepteur α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique acide). Ils préviennent aussi l'activation 
d'autres synapses excitatrices (spillover) permettant une modulation fine de la transmission synaptique 
(Huang and Bergles, 2004). 
La transmission glutamatergique, si elle n'est pas régulée par les transporteurs au glutamate, peut être 
toxique pour les neurones (Dong et al., 2009). L'importance des transporteurs au glutamate 
astrocytaires a été mise en évidence par différentes études de délétion d'un gène codant pour les 
transporteurs au glutamate. La suppression des gènes GLT1 ou GLAST entraine des crises d'épilepsie 
et de l'excitotoxicité (Tanaka et al., 1997, Watase et al., 1998). Alors que la délétion des gènes EAAC1 
ou EAAT4 ne produit pas de phénotype majeur, suggérant un rôle mineur des transporteurs neuronaux 
par rapport aux transporteurs astrocytaires (Huang et al., 2004). 
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Le glutamate récupéré dans la fente synaptique est métabolisé par l'action de la glutamine synthétase 
(GS), une enzyme exprimée exclusivement par les astrocytes. La glutamine produite peut ensuite être 
transférée aux neurones qui la convertissent en glutamate via l'enzyme glutaminase (Figure 12). La 
récupération du glutamate par les astrocytes permet la protection des neurones contre le phénomène 
d'excitotoxicité et le recyclage du neurotransmetteur grâce au cycle glutamine-glutamate. 
Une diminution des transporteurs GLAST et GLT1 a été observée chez les patients atteints de la MA 
(Chen et al., 2011). Le traitement des astrocytes avec de l'Aβ entraine une diminution de l'expression 
de GLAST et GLT1 et par conséquent une diminution de l'absorption de glutamate (Matos et al., 2008). 
De plus l'Aβ active la libération de glutamate par les neurones (Brito-Moreira et al., 2011). Ces deux 
phénomènes peuvent agir en synergie et provoquer l'excitotoxicité observée dans la MA. 
 
g) La synapse tripartite et la régulation de la transmission synaptique 
Les prolongements astrocytaires entourent les synapses (Figure 6C) et forment la synapse tripartite 
avec les éléments pré- et post-synaptiques (Araque et al., 1999). Chaque astrocyte peut interagir avec 
plus de 140 000 synapses dans l'hippocampe de rat (Bushong et al., 2002). Cette localisation et 
organisation morphologique particulière pourrait leur permettre de détecter l'activité synaptique via leurs 
nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs (Porter and McCarthy, 1997). En réponse à l'activité 
neuronale, les astrocytes peuvent moduler la transmission et la plasticité synaptique. L'activité 
neuronale induit des signaux calciques astrocytaires à l'origine de la libération de glio-transmetteurs 
comme le glutamate, l'ATP ou la D-sérine (Hamilton and Attwell, 2010). Ces signaux calciques semblent 
très localisés au niveau des prolongements astrocytaires (Di Castro et al., 2011, Panatier et al., 2011). 
Plusieurs études ont disséqué les mécanismes d'activation des astrocytes conduisant aux signaux 
calciques entrainant la libération de glio-transmetteurs et notamment via les récepteurs 
métabotropiques au glutamate (mGluR) qui sont des récepteurs couplés aux protéines G.  
L'activation des astrocytes se traduirait par un signal calcique intracellulaire via le récepteur à l'inositol 
1,4,5-triphosphate (IP3R). Le glutamate libéré lors de la transmission synaptique pourrait activer les 
récepteurs glutamatergiques astrocytaires et induire la réponse astrocytaire. Or les expériences 
menées sur les souris invalidées pour l'IP3R dans les astrocytes et ne pouvant donc pas médier de 
réponse calcique, présentent des résultats contradictoires concernant la modulation de la transmission 
synaptique (Agulhon et al., 2010, Navarrete et al., 2012). Ces résultats soulignent la complexité des 
mécanismes mis en jeu en fonction du type de circuit neuronal, de la région cérébrale et de la 
localisation des récepteurs sur les éléments pré- et post-synaptiques (Araque et al., 2014). Dans une 
étude récente, l'équipe de B. Khakh a montré que l'IP3R ne serait pas le seul récepteur pouvant conduire 
à la libération de glio-transmetteurs car le récepteur TRPA1 pourrait médier la libération de D-sérine 
(Shigetomi et al., 2013).  
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La D-sérine est un glio-transmetteur particulièrement important dans le système nerveux car c'est l'un 
des co-agonistes des NMDAR. L'activation des NMDAR nécessite le glutamate et la présence d'un co-
agoniste (glycine ou D-sérine). Les NMDAR sont des tétramères composés de deux sous-unités GluN1 
et de deux sous-unités GluN2 ou GluN3. Les sous-unités GluN2A et GluN2B sont localisées au niveau 
des récepteurs synaptiques et extrasynaptiques respectivement (Groc et al., 2009). La D-sérine serait 
le co-agoniste préférentiel des NMDAR synaptiques alors que la glycine serait celui des NMDAR 
extrasynaptiques (Papouin et al., 2012). Cela pourrait s’expliquer par la plus grande affinité de GluN2A 
pour la D-sérine. Cette D-sérine peut être libérée par les astrocytes et elle semble nécessaire à la mise 
en place de la potentialisation à long terme (LTP) dans l'hippocampe des souris (Henneberger et al., 
2010). 
Cependant le concept de glio-transmission est débattu dans la communauté scientifique. Selon certains, 
les techniques in vitro utilisées dans plusieurs études ne sont pas pertinentes et demandent à être 
reproduites in vivo. Des souris transgéniques dont les astrocytes ne peuvent libérer de glio-
transmetteurs ont une potentialisation à long terme (LTP) altérée (Pascual et al., 2005). Cependant une 
publication récente a montré que ces souris possédaient aussi une inhibition de la libération de vésicules 
dans les neurones et que l'altération de LTP observée serait dépendante des neurones (Fujita et al., 
2014). D’autres études seront nécessaires avant de pouvoir déterminer la contribution de chaque type 
cellulaire à l’induction de la LTP. 
 
h) Sérine: production et libération 
La L-sérine est l'acide aminé à l'origine de la synthèse de glycine et de D-sérine. Sa production est 
spécifique des astrocytes qui possèdent l'enzyme PHGDH (3-PhosphoGlycérate Déshydrogénase) 
permettant la diversion du 3-phosphoglycérate du flux glycolytique (Figure 15) (Yamasaki et al., 2001, 
Ehmsen et al., 2013). La L-sérine peut ensuite être convertie en glycine, via l'action de l'enzyme SHMT 
(Sérine HydroxyMéthyle Transférase) ou en la D-sérine par la SRR (Sérine Racémase) (Wolosker et 
al., 1999, Ehmsen et al., 2013). La SRR et la SHMT sont présentes à la fois dans les neurones et dans 
les astrocytes (Wolosker et al., 1999, Miya et al., 2008, Zhang et al., 2014). L'acide aminé D-sérine peut 
être dégradé par désamination via l'enzyme DAAO (D-Amino Acid Oxidase) (Sacchi, 2013). 
Le transport et la libération de D-sérine est un domaine controversé. Un transport dépendant des 
vésicules a été identifié. Des vésicules de deux tailles différentes, 36nm (Bergersen et al., 2012) et 
300nm (Malarkey and Parpura, 2011) ont été identifiées dans les astrocytes. Les vésicules seraient 
couplées à des V-ATPase permettant la création d'un gradient favorable à l'entrée de D-sérine dans les 
vésicules (Mothet et al., 2005). Le transport de la L-/D-sérine est aussi assuré par les transporteurs Asc-
1 (Na+-independent Alanine–Serine–Cysteine Transporter 1) et ASCT (Na+-dependent Alanine–Serine–
Cysteine Transporter). Le transporteur Asc-1 est un transporteur permettant l'échange entre les 
compartiments de deux acides aminés, il n'a été observé que dans les neurones (Rutter et al., 2007). 
Cependant, l'étude transcriptomique de B. Barres révèle une expression d'Asc-1 six fois plus importante 
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dans les astrocytes que dans les neurones (Zhang et al., 2014). La localisation des transporteurs 
ASCT1/2 est aussi un sujet de débat. Originellement localisés dans les astrocytes et les neurones, des 
études montrent l'expression spécifique d'ASCT1 dans les neurones (Yamamoto et al., 2004) alors que 
d'autres études montrent sa localisation dans les astrocytes (Sakai et al., 2003).  
 
 
Figure 15. Voies de production de la L-/D-sérine et de la glycine. 
Les enzymes rouges sont exprimées dans les astrocytes mais pas dans les astrocytes et les enzymes 
bleues sont exprimées dans les deux types cellulaires. Abréviations : PHGDH (3-phosphoglycérate 
déshydrogénase), PSAT (3-phosphosérine amino transférase), PSPH (phosphosérine phosphatase), 
SHMT (sérine hydroxyméthyl transférase), SRR (sérine racémase) et DAAO (D-amino acide oxydase). 
 
Dans le contexte de la MA, le dosage de la L-/D-sérine a été effectué par différents groupes mais des 
résultats contradictoires ont été obtenus. Une diminution de la quantité de D-sérine mais une 
augmentation de la L-sérine sont observées par certains (Hashimoto et al., 2004) alors que d'autres 
observent une augmentation de la D-sérine (Madeira et al., 2015) et que certaines études ne trouvent 
pas de différences (Nagata et al., 1995). L'application d'Aβ in vitro entrainerait l'augmentation de D-
sérine (Madeira et al., 2015) mais les mécanismes n'ont pas encore été identifiés.  
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Les astrocytes sont impliqués dans de nombreuses fonctions cérébrales. En condition 
pathologique, l'exposition au peptide Aβ par exemple, les fonctions des astrocytes peuvent être 
perturbées. Ces perturbations peuvent impacter les neurones (leur survie et la transmission 
synaptique) à cause des étroites interactions existant entre les neurones et les astrocytes. La 
transmission synaptique et le métabolisme sont deux fonctions souvent altérées chez les 
patients atteints de la MA.  
Lors de ce projet de thèse, nous avons voulu étudier les interactions entre les neurones et les 
astrocytes dans la MA. Nous avons essayé de comprendre les liens entre la transmission 
synaptique et le métabolisme et l'implication des astrocytes dans ces deux fonctions. 
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II. MATERIEL ET METHODES 
A. Le modèle de souris 3xTg-AD 
1) Les modèles murins de la MA 
Afin de mieux comprendre la pathophysiologie de la MA et de pouvoir tester de possibles traitements, 
il est nécessaire d'avoir des modèles animaux pertinents. Les premiers modèles de souris 
transgéniques de la MA sont apparus dans les années 90 et la plupart surexpriment une forme mutée 
de la protéine APP, PSEN1, PSEN2 ou tau. Ces modèles ont tiré parti de l'identification des gènes 
impliqués dans les formes familiales de la MA. Il existe aujourd'hui plus d'une centaine de modèles de 
souris de la MA (pour une liste des différents modèles murins de la MA : 
http://www.alzforum.org/research-models). De nombreux modèles ont reproduit le dépôt des plaques 
amyloïdes ou le développement de DNF mais aucun n'a reproduit les deux signes histopathologiques 
caractéristiques de la MA. Or, chez les patients, les déficits cognitifs observés sont davantage corrélés 
à la pathologie tau qu’à la présence de plaques amyloïdes (Dickson et al., 1995, Selkoe, 2002). Le 
groupe de F. LaFerla a développé en 2003 un modèle de souris triple transgénique exprimant les trois 
protéines APP/tau/PSEN1 mutées et présentant une double pathologie amyloïde et tau(Oddo et al., 
2003b). 
 
Figure 16. Génération des souris 3xTg-AD par micro-injection de transgènes codant pour tauP301L 
et APPswe. 
Des cellules germinales de souris KI pour le gène PSEN1 portant la mutation M146V ont été micro-
injectées avec deux transgènes puis les embryons ont été implantés dans des mères porteuses. Les 
petits issus de cette gestation ont été génotypés pour identifier les porteurs des trois mutations. Figure 
de (Oddo et al., 2003b).. 
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Au lieu de croiser des souches de souris exprimant les différents transgènes, l'équipe de F. LaFerla a 
directement introduit les transgènes mutés de tau et d’APP dans des cellules germinales de souris 
portant une mutation PSEN1M146Vknockin (KI) (Figure 16). Les souris présentent d'abord une pathologie 
amyloïde puis les DNF apparaissent de façon progressive ce qui rend ce modèle particulièrement 
pertinent pour l'étude des différents stades de la MA. 
 
2) Les souris 3xTg-AD utilisées lors de ce projet 
Les expériences ont été réalisées avec les souris 3xTg-AD développées par l'équipe de F. LaFerla 
(Oddo et al., 2003b). Ces souris de fond génétique J29/C57Bl6, expriment les transgènes codant pour 
la protéine mutée murine PS1M146V (knock-in) et les protéines humaines mutées APPSwe, et tauP301L sous 
le contrôle du promoteur Thy1.2. Les souris 3xTg-AD (#034830) ont été obtenues par le MMRRC. Trois 
couples de souris ont été mis en reproduction début 2012. Les souris femelles contrôles F2 (#101045), 
non transgéniques, ont été livrées par la compagnie Charles River pour permettre d'effectuer les 
premières expériences.  
En parallèle, trois couples de souris contrôles F1 (#101043) ont été reçues via Charles River et mis en 
reproduction pour obtenir des contrôles F2. Elles ont été générées et maintenues sur un fond génétique 
mixte J29/C57Bl6.  
3) Génotypage 
Le génotypage a été effectué sur des morceaux de queue prélevés au moment du sacrifice des souris. 
L'ADN a été extrait puis amplifié par PCR avec l'aide du kit "KAPA Mouse GenotyPing" (Kapa 
Biosystems). Les amorces suivantes ont été utilisées pour le génotypage : 
 
Gène Sens amorce Séquence amorce 
APP Forward AGGACTGACCACTCGACCAG 
Reverse CGGGGGTCTAGTTCTGCAT 
PS1 Forward AGGCAGGAAGATCACGTGTTCAAGTAC 
Reverse CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC 
 
Afin d'identifier la forme mutée de la protéine PS1, une digestion du produit de PCR par l'enzyme BsteII 
(NEB) a été réalisée. Une migration sur gel d'agarose 2% est ensuite réalisée afin de vérifier la taille 
des fragments amplifiés.  
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B. Etude du métabolisme cérébral par autoradiographie 
1) Principe 
Le 2-désoxyglucose (2DG) est un analogue non métabolisable du glucose. Il peut être transporté dans 
les cellules par les transporteurs du glucose (GLUT1 pour les astrocytes et notamment GLUT3 pour les 
neurones) et phosphorylé par l’hexokinase 1 en 2DG-6-phosphate non métabolisable qui s’accumule 
dans la cellule. Nous utilisons une molécule de 2DG radio-marquée par le carbone 14 ([14C]-2DG) dont 
nous pouvons mesurer l’accumulation dans le cerveau grâce à la technique de l’autoradiographie. Cette 
accumulation est le reflet de l’entrée du glucose dans les cellules et de sa phosphorylation par 
l'hexokinase : c'est donc un index du métabolisme cellulaire (Sokoloff et al., 1977).  
2) Protocole 
Les expériences d'autoradiographie ont été réalisées sur des souris femelles WT et 3xTg-AD âgées de 
6 et 12 mois (n=9 ou 10 selon les groupes). Durant les 3 jours précédents l’expérience, les animaux ont 
été accoutumés à être maintenus immobiles sur un support. Seize heures avant l’expérience les souris 
ont été mises à jeun. Le jour de l’expérience, elles sont anesthésiées (isoflurane 2%, Forene), pesées 
et un cathéter veineux fémoral est posé. Les souris ont pu récupérer de l'anesthésie pendant 1h et leur 
température a été maintenue à 37°C. Elles ont reçu une injection intraveineuse de [14C]-2DG 
(16.5µCi/100g, NaCl 0.9%). Quarante-cinq minutes après l'injection, les souris ont été sacrifiées par 
injection d’une dose létale de pentobarbital sodique (Ceva). Le cerveau a été extrait et immédiatement 
congelé dans de l’isopentane (-40°C). Les cerveaux sont ensuite conservés à -80°C. Des coupes 
coronales de 20µm d’épaisseur ont été réalisées à l'aide d'un cryostat (CM3050S Leica). Une coupe 
sur deux a été prélevée sur une lamelle de verre et déshydratée sur une plaque chauffée à 40°C. Les 
lamelles ont ensuite été co-exposées pendant 10 jours sur un film autoradiographique (Kodak Biomax 
MR), avec des standards radioactifs de [14C] (146C, American Radiochemical Company).  
Les autres coupes ont été colorées au crésyl violet afin d'obtenir des informations sur l'anatomie des 
coupes cérébrales en révélant les corps de Nissl des neurones. 
Après révélation, les films autoradiographiques ont été analysés, en collaboration avec l'équipe de T. 
Delzescaux, en utilisant la méthode "Statistical Parametric Mapping" (SPM) permettant de comparer 
voxel à voxel les activités des souris contrôles et 3xTg-AD sans a priori régional sur des volumes 
autoradiographiques reconstruits en 3D (Dubois et al., 2010, Lebenberg et al., 2011). 
Pour être reconstruites en 3D, les films autoradiographiques et les coupes colorées au crésyl violet ont 
été scannées (Image Scanner III;GE Healthcare Europe) en haute résolution, à respectivement 600 dpi 
(taille de pixel = 42x42µm²) et 1200 dpi (taille de pixel = 21x21µm²) dans le plan. Le traitement des 
images a été effectué avec le logiciel développé en interne BrainVISA/Anatomist (http://brainvisa.info/) 
(Figure 17). 
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Figure 17. Schéma explicatif de la reconstruction 3D des volumes anatomique et 
autoradiographique à partir des coupes histologiques et des films autoradiographiques. 
A. Coloration des coupes histologiques au crésyl violet B.C.E. puis alignement et reconstruction 3D du 
volume anatomique D.F. exposition des films autoradiographiques, alignement des coupes et 
reconstruction en3D du volume autoradiographique et conversion des niveaux de gris en activité. Figure 
modifiée de (Dubois et al., 2008). 
 
Le module BrainRAT du logiciel BrainVISA a été utilisé pour aligner les coupes (transformations 
séquentielles rigides et affines) ainsi que pour convertir les images. 
Tout d'abord, chaque volume anatomique (coupes colorées au crésyl violet) a été reconstruit en 3D 
(résolution de 21x21x40 or 21x21x60 µm3). Puis, chaque volume autoradiographique a été reconstruit 
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en 3D (résolution de 42x42x40 or 42x42x60 µm3) en utilisant comme référentiel géométrique de co-
alignement le volume anatomique correspondant. 
Les différents niveaux de gris des images autoradiographiques ont été convertis en activité (nCi/g) en 
utilisant les standards radioactifs de [14C] co-exposés sur les films, puis normalisés à 200 nCi/g. 
Avant d'évaluer les différences régionales de consommation de glucose entre les souris 3xTg-AD et les 
souris WT, les images 3D normalisées ont été sous-échantillonnées afin d'obtenir une résolution de 
0,1x0,1x0,1 mm3. Une première analyse statistique sur le cerveau entier a été réalisée en utilisant un 
test de Student bilatéral (p<0,01) (sans correction pour les comparaisons multiples) et une taille de 
cluster minimum a été fixée à 25 voxel contigus (0,025mm3). Une seconde analyse focalisée sur 
l'hippocampe a ensuite été effectuée. 
 
C. Histologie 
1) Fixation et coupe des tissus 
Les animaux ont été euthanasiés par une injection létale de pentobarbital puis perfusés en 
transcardiaque avec une solution de PBS 0,1M contenant 4% de paraformaldéhyde (PFA). Les 
cerveaux ont été cryo-protégés dans une solution de 30% de sucrose pendant 24h puis coupés grâce 
à un microtome. Des coupes coronales ou sagittales de 35µm d'épaisseur ont été réalisées et 
conservées à -20°C dans une solution de stockage (PBS 0,1M contenant 30% de glycérol et 30% 
d'éthylène de glycol). 
2) Marquages immuno-histochimiques 
Les coupes sont rincées dans du PBS 0,1M et incubées 30min dans du péroxyde d’hydrogène 0,3%. 
Pour le marquage 4G8, les coupes sont prétraitées 90sec avec de l'acide formique 70%. Après rinçage, 
les sites non-spécifiques sont saturés par une incubation de 1h dans une solution de saturation (PBS 
0,1M, Natural Goat Serum (NGS) 4,5%, TritonX-100  0,2%). Les coupes sont ensuite incubées avec 
l'anticorps primaire (Figure 18) à 4°C sur la nuit ou pendant 48h sous agitation. Après rinçage, les 
coupes sont incubées dans l’anticorps secondaire biotinylé (anti-souris ou anti-lapin, Vector 
Laboratories) pendant 1h. Les coupes sont à nouveau rincées avant amplification du marquage avec 
un kit avidine-biotine (Vector Laboratories). Le complexe avidine-biotine-peroxydase est incubé 1h puis 
révélé par le substrat Diaminobenzine (DAB, Vector Laboratories). 
Les coupes sont rincées puis montées sur des lames superfrost. Après séchage, les coupes ont été 
déshydratées par des bains d'alcool et de toluène puis les lamelles montées avec le milieu de montage 
Eukitt (Sigma). 
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Anticorps Espèce Fournisseur Dilution anticorps 
      IHC IF WB 
4G8 Souris Signet Covance 1:1000   
Actine Lapin Sigma     1:5000 
ASCT1 Lapin Frontier  1:500  
AT180 Souris Thermo Scientific 1:1000     
AT8 Souris Thermo Scientific 1:400   
GFAP Lapin Dako     1:5000 
HT7 Souris Innogenetics 1:500   
IBA1 Lapin Wako   1:1000   
NeuN Souris Chemicon  1:500  
OC Lapin Millipore 1:500     
PHGDH Cochon d'Inde Frontier  1:500  
PHGDH Lapin Frontier     1:500 
SRR Souris BD Biosciences   1:1000 
Vimentin Poulet Abcam   1:1000   
Figure 18. Liste des anticorps et de leur dilution pour les IHC, IF et WB. 
Abréviations : immuno-histochimie (IHC), immuno-fluorescence (IF) et western blot (WB). 
 
3) Marquages immuno-fluorescents 
Les coupes sont rincées dans du PBS 0,1M et incubées 30min dans une solution de saturation-
perméabilisation (PBS 0,1M, NGS 4,5%, TritonX-100  0,2%) afin de saturer les sites non-spécifiques. 
Les coupes sont ensuite incubées avec l'anticorps primaire (Figure 18) à température ambiante sur la 
nuit sous agitation. Après rinçage, les coupes sont incubées pendant 3h à température ambiante avec 
l'anticorps secondaire (Life technologies). Les coupes sont rincées, montées sur des lames superfrost 
et les lamelles sont posées avec le milieu de montage Fluor Save reagent (Calbiochem). 
 
D. Quantification des marquages immuno-fluorescents et analyse de 
Sholl 
1) Quantification de la valeur moyenne des marquages 
Les quantifications des différents marquages ont été réalisées sur des images acquises avec un 
microscope confocal SP8 (Leica) avec l'objectif 20X et un zoom 2 (taille du pixel : 0,284 x 0,284µm²). 
Les images étaient soit empilées (13 steps, z-step : 1µm, stack d'intensité maximum), soit prises sur un 
seul plan et deux champs par région (CA1 ou subiculum sur trois coupes par animal) ont été acquis. 
Fluorophore Longueur d'onde d'excitation (nm) 
Bande de 
récupération (nm) 
DAPI 405 [419-501] 
Alexa-488 499 [506-570] 
Alexa-594 589 [595-630] 
Alexa-633 633 [638-761] 
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Grâce au laser à lumière blanche pulsée, nous avons utilisé les longueurs d'onde d'excitation optimales 
des différents fluorophores (entre 470 et 670nm) et nous avons réglé les fenêtres d’émission de façon 
à récupérer le maximum de signal sans compromettre la spécificité liée à chaque fluorophore. Le signal 
lié au DAPI a été excité grâce à une diode 405nm (voir tableau). 
2) Analyse de Sholl et quantification de l'expression de la PHGDH 
Les images du double marquage GFAP/PHGDH ont été acquises avec un microscope confocal SP8 
(Leica) avec l'objectif 20X et un zoom 2 (taille de pixel : 0,284x0,284 µm²). Les images ont été empilées 
(13 steps, z-step : 1µm, stack d'intensité maximum) puis analysées grâce au logiciel Fiji.  
 
Figure 19. Analyse de Sholl à partir d'un marquage GFAP et mesure de l'expression de la PHGDH. 
Immuno-marquage permettant la révélation de la GFAP et de la PHGDH, isolation manuelle d’un 
astrocyte et analyse de Sholl de cet astrocyte. L'analyse de Sholl permet d'obtenir différentes 
informations concernant chaque astrocyte: sa superficie, son nombre maximum d'intersections (Nm), 
son nombre de prolongements primaires (Npp), son indice de ramification (IR), la valeur critique (VC) et 
son nombre total d'intersections (NT). La ROI correspondant à chaque astrocyte est reportée sur le 
marquage PHGDH afin de déterminer son niveau d’expression. Figure modifiée de (Reeves et al., 
2011). 
 
Les images du marquage GFAP ont été binarisées (Figure 19) et la méthode des cercles concentriques 
de Sholl (Sholl, 1953) a été utilisée pour déterminer différents index concernant la morphologie des 
cellules (Figure 19). Chaque cellule a été segmentée manuellement afin d'exclure les cellules 
adjacentes en traçant une région d'intérêt (ROI) autour du soma et des ramifications. Puis, après 
sélection du centre du soma, l'analyse de Sholl a été réalisée en comptant le nombre d'intersections 
entre les ramifications des astrocytes et les cercles dont le rayon augmente par incrément de 1µm 
depuis le centre du soma. La ROI précédemment définie a été superposée à l'image du marquage 
PHGDH pour mesurer la valeur moyenne d'intensité du marquage (Figure 19). L'index de ramification 
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(IR) généré par l'analyse de Sholl (correspondant au nombre maximum d'intersections rencontrées 
divisé par le nombre de prolongements primaires de chaque astrocyte) pour chaque astrocyte et la 
valeur correspondante d'intensité de marquage de PHGDH ont été mesurés pour chaque groupe. 
 
E. Biochimie 
1) Extraction des protéines 
Les animaux ont été euthanasiés par une injection létale de pentobarbital. Les cerveaux ont été 
rapidement extraits et coupés en tranches de 1mm d'épaisseur grâce à une matrice (Ted Pella). Les 
régions d'intérêt (hippocampe, subiculum et cortex somatosensoriel) ont été disséquées manuellement 
sous un microscope chirurgical binoculaire (World Precision Instruments) et rapidement congelées dans 
de la carboglace. Les échantillons ont été conservés à -80°C avant l'extraction des protéines. Une 
solution de lyse composée de Tris-HCl pH 7.4 50mM, NaCl 100mM, inhibiteurs de protéases 1X 
(Complete Mini, Roche 11836153001) et un cocktail d'inhibiteurs de phosphatases 1/100 (Sigma, 
P5726), a été ajoutée à chaque échantillon (10µl par mg de tissu). Les échantillons sont ensuite 
soniqués 5 fois pendant 6 sec. La quantité de protéines est dosée à l'aide du kit BCA (Thermo Fisher 
Scientific). Des aliquots de 50µl ont été directement dilués dans le tampon de charge NuPAGE LDS 
(4X) avec l'agent réducteur NuPAGE® Sample Reducing agent (10X) (Life technologies) et conservés 
à -20°C. Le reste des échantillons a été conservé à -80°C. 
2) Western blot 
Avant la migration, les échantillons sont dénaturés par une incubation de 10min à 75°C puis déposés 
dans les puits de gels 4-12% Novex NuPage Bis-Tris gel (Life technologies) avec un marqueur de poids 
moléculaire Spectra BR (Thermo Fisher Scientific). Les échantillons migrent ensuite à un voltage de 
150V pendant 1h environ. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose 
(i-blot transfert stacks nitrocellulose regular, Life Technologies). Les membranes sont colorées au rouge 
Ponceau pour contrôler la migration et le transfert des protéines. Après rinçage dans une solution de 
Tris-HCl pH 7.4 25mM, NaCl 150mM, Tween-20 0,1% (TBS-T), les membranes sont saturées1hdans 
une solution de TBS-T 5% lait pendant1h. Les membranes sont ensuite incubées avec l'anticorps 
primaire (Figure 18) sur la nuit à 4°C dilué dans la solution de TBS-T 5% lait. Après rinçage, les 
membranes sont incubées 1h avec l'anticorps secondaire (anti-souris ou anti-lapin) couplé à la HRP 
(horseradish peroxidase) (Vector Laboratories). Les membranes sont rincées et les protéines révélées 
par chemiluminescence avec le kit Enhanced Chemiluminescence reagent (ECL, GE Healthcare). 
L'émission de chemiluminescence a été détectée par la caméra du Fusion X2 (Thermo Fisher 
Scientific). 
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Pour détecter d'autres protéines sur la même membrane, une solution de déshybridation (stripping) Re-
Blot 1X (Millipore) a été utilisée pendant 10min à température ambiante avant de saturer de nouveau la 
membrane. 
 
F. Biologie moléculaire 
1) Extraction ARN 
Les animaux ont été euthanasiés par une injection létale de pentobarbital. Les cerveaux ont été 
rapidement extraits et coupés en tranches de 1mm d'épaisseur grâce à une matrice (Ted Pella). Les 
régions d'intérêt (hippocampe, subiculum et cortex somatosensoriel) ont été disséquées manuellement 
sous un microscope (World Precision Instruments), rapidement transférées dans 500µl de TRIzol (Life 
sciences) puis extraits selon les instructions du fabricant. Les ARN sontre-suspendus dans 30µL d’eau 
RNAase free (Gibco) puis la concentration en ARN est dosée à l’aide d’un nanodrop 
(Spectrophotometer ND-100, Labtech). 
2) Synthèse ADNc 
Les ARN sont traités à la DNase RQ1 (Promega) afin d'éliminer l'ADN génomique. Les ADN codants 
(ADNc) sont synthétisés par le kit Superscript VILO cDNA synthesis kit (Life Technologies) à partir de 
0,2µg d'ARN. Un aliquot d'ARN a été incubé sans enzyme pour servir de contrôle de contamination par 
l'ADN génomique (RT-). 
3) Real time quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 
La RT-qPCR permet la mesure quantitative de l'expression d'ARNm de gènes d'intérêt. Pour chaque 
échantillon, les ADNc dilués (0,2ng/µl) ont été incubés avec le mix de RT-qPCR contenant les amorces 
spécifiques du gène étudié (Figure 20) et le Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG (Life 
Technologies). Chaque échantillon est traité en triplicat et le protocole suivant a été utilisé pour la RT-
qPCR: 
- Activation de la polymérase :  10min à 95°C 
- Cycles (40 x):  fusion:   15sec à 95°C  
  élongation:  1min à 59°C 
- Dissociation:    60°C à 95°C 
 
La cyclophiline A a été utilisée comme gène de ménage. L'abondance de chaque gène d'intérêt a été 
normalisée par l'abondance du gène de ménage en utilisant la méthode des ∆∆Ct. Des échantillons de 
RT- et d’eau ont également été chargés sur chaque plaque comme contrôles négatifs de la RT-qPCR 
et pour vérifier l'absence de contamination par de l'ADN génomique. Pour chaque gène, la courbe de 
fusion et la température de fusion ont été vérifiées pour confirmer la présence d'un amplicon unique. 
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Gène Sens amorce Séquence amorce 
PHGDH Forward AAGTTCATGGGGACAGAGCTGAAC 
Reverse CCTTCACCATGTCCACAAACTGGA 
Cyclophiline Forward ATGGCAAATGCTGGACCAAA 
Reverse GCCTTCTTTCACCTTCCCAAA 
 
Figure 20. Liste des amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR. 
 
 
Chaque paire d'amorces a été validée à partir de dilutions en cascade (de 3,5 à 0,028 ng/µl) d'ARN de 
souris contrôles et l'efficacité de la RT-qPCR a été déterminée. Elles sont comprises entre 80 et 105% 
pour chaque paire d'amorces. 
4) Génération des plasmides 
Afin de mesurer la concentration de glucose, lactate et pyruvate à l'échelle cellulaire, nous avons 
développé des vecteurs viraux permettant l'expression de protéines fluorescentes ou de senseurs de 
ces métabolites dans des types cellulaires spécifiques. Notre laboratoire utilisait les vecteurs lentiviraux 
pour cibler des neurones ou des astrocytes. Malheureusement l'expression des transgènes n'était pas 
suffisante pour permettre des expériences de FRET. Les virus adéno-associés (AAV) sont caractérisés 
par leur sérotype, qui détermine en partie leur tropisme cellulaire dans le système cérébral. Ils ont 
l'avantage d'être non-pathogéniques, d'avoir une large zone d'infection et d'induire fortement 
l'expression de leur transgène. Ces éléments ont conduit à produire des plasmides codant pour 
différents transgènes et permettant la production de vecteurs AAV. 
Les plasmides AAV sont composés d'un transgène sous le contrôle d'un promoteur, le tout entouré 
d'ITR (Inverted Terminal Repeats) de l'AAV-2 nécessaires à l'encapsidation du plasmide lors de la 
production virale (Figure 21). Des éléments de régulation peuvent aussi être présents comme un 
élément de régulation post-transcriptionnelle WPRE (Woodchuck hepatitis virus Post-transcriptional 
Regulatory Element), une queue poly-adénylée bGHpA (bovine Growth Hormone poly-Adenylation 
sequence) ou un élément stabilisateur du promoteur (intron de la β-globine) (Figure 21). 
 
Figure 21. Composition d'un plasmide AAV. 
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a) La stratégie Gateway 
La technologie Gateway (Life Technologies) a été utilisée pour générer les plasmides. Elle permet de 
créer de nouveaux plasmides par recombinaisons homologues de sites att (Figure 22). 
 
 
Figure 22. Le système Gateway simple de recombinaison homologue entre plasmides. 
Modifiée de Life Technologies. 
 
 
 
Plusieurs plasmides d'entrée et de destination ont été créés pour être ensuite combinés afin de générer 
des plasmides AAV par recombinaison homologue (Figure 23). 
b) Les plasmides d'entrée 
L'ADNc de la td-Tomato (tandem dimer Tomato) a été amplifié par PCR à partir d'un plasmide fourni 
par J. Livet de l'Institut de la Vision, Paris. Le produit de PCR a été directement cloné dans un TOPO 
plasmide (Life Technologies) pour produire un plasmide codant pour la td-Tomato entourée de sites att 
(Figure 23A). 
Les plasmides exprimant les sondes FRET sensibles au glucose (FLIIP (FLII12Pglu700µ∆6)) (#17866), 
au lactate (Laconic) (#44238) ou au pyruvate (Pyronic) (#51308) sont disponibles sur Addgene. Comme 
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pour la td-Tomato, les ADNc des sondes ont été amplifiés par PCR et clonés dans un TOPO plasmide 
(Figure 23A). 
 
Figure 23. Les plasmides générés et utilisés en combinaison grâce au système Gateway. 
 
 
c) Les plasmides de destination 
Afin de favoriser l'expression des transgènes dans les neurones, le promoteur PGK (Phospho-Glycerate 
Kinase) a été sous-cloné en amont de la cassette RFA et du site att (Figure 23B). 
Pour cibler l'expression des transgènes dans les astrocytes, le promoteur couramment utilisé est celui 
de la  GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) appelé gfa2. Or sa taille (2,2 kb) n'est pas compatible avec 
les transgènes codant pour les sondes FRET (2,5 kb) car les AAV ne peuvent encapsider un ADN de 
taille supérieure à 4,7 kb. L'équipe de Michael Brenner (Birmingham, USA) a montré qu'une version 
optimisée du promoteur de la GFAP, ne faisant que 681pb, possède une activité deux fois plus 
importante que le promoteur gfa2 (Lee et al., 2008). Nous avons obtenu ce promoteur GFA-ABC1D que 
nous avons cloné en amont de la cassette RFA et du site att (Figure 23B). 
d) Les plasmides AAV 
Les différents vecteurs d'entrée ont été utilisés en combinaison avec les vecteurs de destination et grâce 
aux recombinaisons homologues des sites att, des plasmides AAV codant pour les différents transgènes 
sous contrôle des promoteurs PGK ou GFA-ABC1D ont été générés (Figure 24). 
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Figure 24. Les plasmides AAV générés  exprimant la td-Tomato ou des sondes FRET sensibles 
à différents métabolites. 
 
5) Production des AAVs 
Des plasmides codant pour le promoteur GFA-ABC1D et les différentes sondes FRET ont été générés 
à l'École Polytechnique Fédérale de Lausanne. Ils sont identiques aux plasmides générés dans notre 
laboratoire à MIRCen mais possèdent un élément de régulation en plus, l'intron de la β-globine, qui 
stabilise le promoteur et augmente l'expression du transgène (Haddad-Mashadrizeh et al., 2009). 
A partir des plasmides AAV comportant un promoteur et un transgène, des AAVs ont été produits à 
MIRCen (Berger et al., 2015). Le sérotype 10 a été utilisé pour générer des AAVs ayant un tropisme 
neuronal et le sérotype 9 pour obtenir un tropisme astrocytaire. 
 
 
G. Injections stéréotaxiques 
Les souris ont été anesthésiées avec un mélange de kétamine (150mg/kg) et de xylazine (10mg/kg). 
De la lidocaïne (5mg/kg) a été injectée sous la peau du crâne 5min avant le début de la chirurgie. Les 
coordonnées stéréotaxiques ont été déterminées à partir du Bregma et les coordonnées ventrales 
mesurées à partir de la dure-mère (voir tableau).Les animaux ont reçu une injection stéréotaxique de 
2µl de virus AAV dilué à 5.109vg/µl dans la région CA1 de l'hippocampe ou le cortex via une seringue 
de 10µl Hamilton et une aiguille de 34 gauge. Les virus ont été dilués dans du PBS 0,1M contenant 
0,001% d'acide pluronique. L'injection s'est faite à une vitesse de 0,2µl/min. A la fin de l'injection, 
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l'aiguille a été laissée en place pendant 5min avant d'être délicatement retirée. La peau a été recousue 
et les animaux ont pu récupérer dans une chambre de réveil. 
Site d'injection Cortex CA1 
Coordonnées stéréotaxiques mm mm 
Barres de gueule 0 0 
Antéro-postérieur -0,7 -2 
Latéral +/-2 +/-2 
Ventral -0,6 -1,2 
 
 
H. Enregistrements électrophysiologiques 
Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec S. Oliet, A. Panatier et J. Veran au Neurocentre 
Magendie de Bordeaux. 
1) Préparation des tranches 
Des coupes sagittales de 350µm d’épaisseur ont été réalisées à partir de cerveaux de souris entre 7 et 
7,5 mois, WT et 3xTg-AD comme précédemment décrit (Panatier et al., 2011). Les souris ont été 
anesthésiées avec de l’isoflurane (5%) et euthanasiées. Après décapitation, le cerveau a été rapidement 
prélevé et placé dans du liquide céphalo-rachidien artificiel (aCSF) oxygéné (95% d’O2, 5% de CO2) 
maintenu à 4°C. La composition de l’aCSF est la suivante : 125mM de NaCl, 2,5mM de KCl, 1,25mM 
de NaH2PO4, 1,3mM de MgSO4, 2mM de CaCl2, 26mM de NaHCO3, et 10mM de glucose (pH 7,3; 
300-305 mosmol/kg). Un bloc de tissu contenant l’hippocampe est par la suite isolé et des tranches 
sagittales sont réalisées à l’aide d’un vibratome (Leica VT 1000 et 1200S). Les tranches sont finalement 
incubées 30min à 32°C puis au moins 1h à température ambiante.  
2) Enregistrements électrophysiologiques 
Au moment de l’expérience, les tranches sont transférées dans la chambre d’enregistrement à 
immersion et perfusées  avec de l’aCSF (3 mL/min) saturé avec 95% d’O2 et 5% de CO2 à température 
ambiante. La région CA1 de l’hippocampe a été identifiée grâce à un microscope à contraste 
interférentiel différentiel (Olympus BX50). Les potentiels postsynaptiques excitateurs extracellulaires de 
champ (fEPSP) ont été enregistrés avec un amplificateur Multiclamp 700B (Axon Instruments Inc.) en 
utilisant des pipettes (4-5 MΩ) remplies d’aCSF, placées dans le stratum radiatum de la région CA1. 
Les réponses synaptiques sont isolées à l’aide de picrotoxine (100µM) et évoquées à 0,033 Hz par la 
stimulation (100µs) des collatérales de Schaffer en utilisant une pipette en verre remplie d’aCSF et 
placée dans le stratum radiatum (à plus de 200µm des électrodes d’enregistrement). La potentialisation 
à long terme (LTP) a été induite par application d’un protocole de stimulation à haute fréquence 
consistant en un train de stimulation de 100 Hz pendant 1 sec, répété trois fois à20sec d’intervalle. Les 
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signaux ont été filtrés à 2 kHz et digitalisés à 10 kHz avec le logiciel DigiData 1322 (Axon Instruments 
Inc.) 
3) Analyse des données 
Les données ont été analysées grâce au logiciel pClamp (Axon Instruments Inc.). La moyenne des 
profils des fEPSP a été obtenue après 10min d’enregistrement stable. Les données sont illustrées par 
la moyenne +/- SEM. La p-valeur des tests statistiques a été placée à p<0,05. 
 
I. Enregistrements FRET 
Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec B. Cauli et X. Toussay à l’Institut de Biologie 
Paris-Seine. 
1) Préparation des tranches 
Trois-quatre semaines après injections stéréotaxiques des virus codant pour les sondes FRET dans le 
CA1 (Figure 25), les souris ont été sacrifiées et leur cerveau placé dans de l’aCSF standard contenant 
95% d’O2, 5% de CO2, 126mM de NaCl, 2,5mM de KCl, 1,25mM de NaH2PO4, 26mM de NaHCO3, 2mM 
de CaCl2, 1mM de MgCl2, 10mM de glucose, 15mM de saccharose et 1mM d’acide kinurénique 
(antagoniste des récepteurs au glutamate). Un bloc de tissu contenant l’hippocampe a été préparé et 
des tranches sagittales ont été coupées dans l'aCSF standard à l’aide d’un vibratome (Leica). Les 
tranches ont ensuite été incubées 5 minutes à 35°C dans une solution de chlorure de choline (95% 
d’O2, 5% de CO2, 92mM de chlorure de choline, 2,5mM de KCl, 1,2mM de NaH2PO4, 30mM de NaHCO3, 
20mM d'HEPES, 25mM de glucose, 5mM d'ascorbate de sodium, 2mM de thio-urée, 3mM de pyruvate 
de sodium, 10mM de MgCl2 et 0.5mM de CaCl2), puis placées 1h à température ambiante dans l'aCSF 
standard. Pour l'enregistrement, les tranches ont été transférées dans la chambre d'un microscope droit 
à platine fixe (Olympus BX51 WI). La chambre est thermostatée à 30°C (Minichamber I, Luigs and 
Neumann) et perfusée à un débit de 1-2 ml./min avec de l’aCSF à 2.5mM de glucose et dépourvu 
d’acide kinurénique. 
2) Enregistrements du signal FRET 
Les tranches sont excitées à 440nm par un système de diodes électroluminescentes (Precise Excite, 
Cool LED) connecté au port d'épifluorescence du microscope. La sélection des deux types d'images est 
obtenue grâce à une roue à filtres (Lambda 10B, Sutter Instruments) montée sur le port avant d'émission 
du microscope et équipée de filtres passe bande pour l'émission de fluorescence de la CFP (HC 483/32 
Semrock) et de la YFP (HC 542/27, Semrock). Pendant toute la durée de l’enregistrement un couple 
d'images CFP et YFP est acquis toutes les 15 s grâce au logiciel Imaging Workbench 6.23 
(IndecBiosystem). Durant l'intervalle de temps entre l'acquisition de deux couples d'images de 
fluorescence, les tranches sont continuellement illuminées à 780 nm par un système de diodes 
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électroluminescentes (Thorlabs) monté sur le port de transmission du microscope. Les images de 
transmission infrarouge sont dirigées vers le port arrière d'émission du microscope au moyen d'un miroir 
dichroïque (725 DCSPXR, Semrock) et visualisées à une fréquence vidéo (25 Hz) grâce à une caméra 
analogique (ST-70/CE, Sony) connectée à un moniteur. La visualisation en temps réel de l'image 
infrarouge permet de corriger une éventuelle dérive du plan focal en utilisant des corps cellulaires 
comme repères visuels. Une ligne de base d'au moins 10 min est observée avant tout changement de 
composition de l’aCSF. Afin de maintenir une osmolarité constante la réduction de la concentration en 
glucose de 10mM à 0,2mM de l’aCSF est compensée par une augmentation de la concentration en 
saccharose. 
 
 
Figure 25. Schéma d’une sonde FRET sensible au glucose. 
L’élément sensible à un métabolite (ici la protéine de liaison au glucose MglB) change de conformation 
en présence de ce métabolite (ici une molécule de glucose). Par excitation de la CFP (Cyan Fluorescent 
Protein), de l’énergie est transférée à la YFP (Yellow Fluorescent Protein : Venus ou Citrine). A gauche, 
la sonde FRET en conformation ouverte et à droite, la sonde FRET en conformation fermée. La 
conformation fermée entraine une augmentation du transfert d’énergie à l’YFP et donc une 
augmentation du ratio YFP/CFP. Figure de (Hou et al., 2011) 
 
3) Analyse de données 
Des régions d'intérêts correspondant au corps cellulaires des astrocytes sont manuellement délimitées 
et leurs intensités moyennes mesurées grâce au logiciel ImageJ. Le rapport des intensités moyennes 
des cellules est alors calculé. Toutes les valeurs données correspondent aux moyennes ± SEM. La p-
valeur des tests statistiques a été placée à p<0,05  (Test U de Mann Whitney). 
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J. Electrophorèse capillaire couplée à la fluorescence induite par 
laser (EC-LIF) 
1) Extraction des échantillons de cerveaux 
Les animaux ont été euthanasiés par une injection létale de pentobarbital. Les cerveaux ont été 
rapidement extraits et coupés en tranches de 1mm d'épaisseur grâce à une matrice (Ted Pella). Les 
régions d'intérêt (hippocampe, subiculum et cortex somatosensoriel) ont été disséquées manuellement 
sous un microscope chirurgical binoculaire (World Precision Instruments) et rapidement congelées dans 
de la carboglace. Les échantillons ont été conservés à -80°C avant leur préparation. Une solution de 
lyse composée d’acétonitrile (2:1 v/v) et d’eau a été ajoutée à chaque échantillon (10µl par mg de tissu). 
Les échantillons sont ensuite soniqués 7 fois pendant 6 sec. Après centrifugation à 5000g pendant 
10min à 4°C, les surnageants sont conservés à -80°C. 
2) Dérivation et dosage de la L-/D-sérine des échantillons 
Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec les Dr M. Taverna et T. Tran-Maignan à l’institut 
Galien de Châtenay-Malabry et Pierrick Jego (post-doctorant au laboratoire). 
L’électrophorèse capillaire couplée à la fluorescence induite par laser (EC-LIF) est une technique 
analytique performante pour séparer et doser des acides aminés dans des échantillons biologiques. 
Elle possède une très grande sensibilité par rapport aux autres techniques comme l’HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography) ou la chromatographie gazeuse. Elle est également très adaptée 
à la sélection chirale et ne nécessite que de petits volumes, ce qui est un avantage dans le contexte 
des dosages neurochimiques. La technique utilisée pour séparer et doser la L- de la D-sérine est celle 
publiée par (Lorenzo et al., 2013) et se base sur la β-cyclodextrine.. 
 
I. Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés en moyenne+/- SEM. Les analyses statistiques ont été effectuées sur le 
logiciel Statistica (Statsoft). Pour comparer deux groupes expérimentaux (WT et 3xTg-AD par exemple), 
un test de Student a été réalisé. Pour comparer la corrélation entre deux jeux de données (index de 
ramification et expression de la GFAP par exemple), un test de régression linéaire a été effectué. Un 
test du Khi² a été fait pour comparer la distribution d’un jeu de données entre deux groupes (étude de 
la distribution de l’index de ramification entre les souris 3xTg-AD et WT par exemple). 
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III. Résultats 
A. Caractérisation des souris 3xTg-AD : un modèle de la maladie 
d'Alzheimer 
Les souris 3xTg-AD expriment trois transgènes codant pour les protéines mutées PS1M146V, APPSwe, et 
tauP301L (Oddo et al., 2003b). Ces souris développent progressivement des plaques amyloïdes et des 
DNF ainsi que des déficits synaptiques. Nous avons mené une étude immuno-histologique et 
électrophysiologique afin de caractériser notre colonie de souris 3xTg-AD. 
1) Caractérisation génétique des souris 
Utilisant la technique de PCR, nous avons tout d'abord vérifié l'expression des transgènes codant pour 
les protéines APP et PS1 dans nos souris.  
 
Figure 26. La PCR montrant l'expression de la protéine PS1 mutée seulement chez les souris 
3xTg-AD et la protéine humaine APP. 
 
Toutes les souris expriment la protéine murine de la PS1 mais seules les souris 3xTg-AD expriment la 
forme mutée de la protéine que nous pouvons visualiser par la présence de deux bandes à 350 et 180 
paires de bases (pb) (Figure 26A). Les souris 3xTg-AD possèdent aussi le gène codant pour l'APP 
humaine indiqué par la présence d'une bande à 377pb (Figure 26B). Nous n'avons pas effectué 
d'amplification du gène codant pour la protéine tau humaine car les gènes APP et tau des souris 3xTg-
AD se sont intégrés dans le même locus. 
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2) Caractérisation immuno-histologique des souris 3xTg-AD 
a) Choix des anticorps 
Pendant l'établissement de la colonie, Emilie Faivre (post-doctorant au laboratoire) a effectué une 
caractérisation histopathologique préliminaire de ces souris et a notamment testé différents anticorps 
reconnaissant les protéines APP et tau. Les anticorps 4G8 et OC reconnaissent différentes formes du 
peptide amyloïde-β. Alors que l'anticorps OC reconnait les formes oligomériques et les plaques, 
l'anticorps 4G8 peut aussi reconnaitre le peptide Aβ (Figure 27). A 6 mois, la pathologie amyloïde n'est 
détectée que par l'anticorps 4G8 dans la région du subiculum. 
 
Figure 27. Schéma représentant les anticorps 4G8 et OC ainsi que leur site de reconnaissance 
du peptide amyloïde-β. 
 
L'anticorps HT7 reconnait la protéine tau quel que soit son état de phosphorylation (Figure 28). Il existe 
de nombreux anticorps reconnaissant la protéine tau et notamment des anticorps interagissant avec la 
protéine tau lorsqu'elle est phosphorylée aux niveaux de différents acides aminés. Certaines 
phosphorylations n'apparaissent que très tardivement dans le développement de la pathologie. C'est le 
cas de la phosphorylation de la S212-T214, visualisée grâce à l'anticorps AT100, observable seulement 
à 18 mois chez les souris 3xTg-AD (Figure 28). L'anticorps AT180 reconnait la protéine tau lors d'un 
état de phosphorylation intermédiaire, de même pour l'anticorps AT8 (Figure 28).  
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Ces résultats préliminaires ont permis de choisir les anticorps 4G8 et AT8 afin de caractériser de façon 
systématique le modèle de souris 3xTg-AD. 
 
 
Figure 28. Schéma représentant les anticorps HT7, AT8, AT180 et AT100 et les épitopes de la 
protéine tau avec lesquels ils interagissent. 
 
 
b) Les différences entre les mâles et les femelles 3xTg-AD 
Les chercheurs ayant développé ce modèle n'observent pas de différences liées au sexe (Oddo et al., 
2003b) mais d'autres équipes utilisant ces souris ont par la suite montré une pathologie amyloïde plus 
prononcée chez les femelles (Hirata-Fukae et al., 2008, Overk et al., 2013). C'est pourquoi nous avons 
voulu caractériser notre colonie afin de connaitre ses caractéristiques et ses différences potentielles par 
rapport au modèle d'origine. 
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Nous avons observé que les souris 3xTg-AD femelles de notre colonie présentent une pathologie 
amyloïde plus prononcée que les mâles à 6 et 12 mois (Figure 29). A 6 mois, les souris femelles 3xTg-
AD expriment plus d'amyloïde-β que les mâles. Des plaques séniles apparaissent chez les femelles 
3xTg-AD dès l'âge de 12 mois alors que les mâles ne présentent qu'une accumulation intra-neuronale 
d'Aβ au même âge. Ces résultats montrant une pathologie plus agressive chez les femelles 3xTg-AD, 
nous ont inclinés à leur prêter une attention particulière dans la suite de cette étude.  
 
Figure 29. Les femelles 3xTg-AD présentent une pathologie amyloïde plus prononcée que les 
mâles. 
Des coupes de tissus de souris mâles et femelles 3xTg-AD âgées de 6 et 12 mois ont été marquées 
par immuno-histochimie avec l'anticorps 4G8 pour révéler la protéine APP.  
 
Afin d'évaluer la progression des marqueurs histopathologiques de la MA dans les souris 3xTg-AD 
femelles, nous avons effectué une analyse à 6 et 12 mois sur des coupes sagittales de cerveau, ce qui 
permet d'observer un grand nombre de régions cérébrales d’intérêt comme l'hippocampe, le subiculum 
et l'amygdale sur une même coupe (Figure 30). 
 
Figure 30. Schéma des coupes sagittales. 
A. Marquage au crésyl violet d'une coupe sagittale. B. La même coupe avec un code couleur montrant 
les différentes régions et en C. les régions que nous avons principalement étudiées. D. Un exemple de 
coupe sagittale de souris contrôle après un marquage 4G8. Abréviations: S (Subiculum), H 
(Hippocampe) et A (Amygdale). Image crésyl et schéma de http://atlas.brain-map.org/. 
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c) Caractérisation histopathologique des souris femelles 3xTg-AD dans différentes régions 
cérébrales 
La pathologie amyloïde est présente chez les souris 3xTg-AD dès l'âge de 6 mois dans la partie CA1 
de l'hippocampe, le subiculum et l'amygdale (Figure 31). De l'amyloïde intra-neuronale est observée à 
cet âge-là. Les premières plaques amyloïdes apparaissent dans le subiculum et l'amygdale à l'âge de 
12 mois.  
 
Figure 31. Expression d'amyloïde dans l'hippocampe, le subiculum et l'amygdale des souris 
femelles 3xTg-AD. 
Des coupes de tissus de souris femelles 3xTg-AD ou contrôles âgées de 6 et 12 mois ont été marquées 
par immuno-histochimie avec l'anticorps 4G8 pour révéler la protéine APP. Abréviations: S (Subiculum), 
H (Hippocampe) et A (Amygdale). 
 
 
Contrairement à la pathologie amyloïde, la pathologie tau des souris 3xTg-AD a une progression et une 
localisation différentes. La protéine tau hyperphosphorylée est présente à l'âge de 12 mois dans le CA1 
de ces souris mais dès l'âge de 6 mois dans le subiculum (Figure 32).  
L'amygdale et l'hippocampe (CA1 et subiculum) font partie du système limbique et sont impliqués dans 
l'apprentissage et la consolidation de la mémoire. Ces deux structures sont principalement touchées 
dans la MA par la présence de plaques séniles, de DNF (Braak and Braak, 1991) et par une atrophie 
sévère (Laakso et al., 1995). Trouver une pathologie amyloïde et tau dans ces structures souligne la 
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pertinence du modèle 3xTg-AD pour l'étude de la MA. Le développement lent et progressif des 
pathologies amyloïde et tau dans ce modèle permet l'étude de mécanismes précoces de la MA. 
 
Figure 32. Expression de tau hyperphosphorylée dans le subiculum et l'hippocampe des souris 
femelles 3xTg-AD. 
Des coupes de tissus de souris femelles 3xTg-AD ou contrôles âgées de 6 et 12 mois ont été marquées 
par immuno-histochimie avec l'anticorps AT8 pour révéler la protéine tau hyperphosphorylée. 
Abréviations: S (Subiculum) et H (Hippocampe). 
 
 
Les caractéristiques histopathologiques de la MA se développant d'abord dans le subiculum et 
l'hippocampe des souris 3xTg-AD, nous nous sommes particulièrement intéressés à ces régions 
dans le reste de cette étude et nous avons ainsi évalué l'activation astrocytaire et microgliale 
dans ces régions par une étude histologique. 
 
79 
 
3) Caractérisation de l'inflammation des souris 3xTg-AD 
a) Etude par immuno-fluorescence de l'activation astrocytaire et microgliale 
L'activation est un mécanisme de défense mis en places par les cellules astrocytaires et microgliales 
dans un contexte pathologique. Cette activation s'accompagne généralement de changements 
morphologiques, moléculaires et fonctionnels (Sofroniew, 2015). Les cellules microgliales sont 
considérées comme étant les macrophages du cerveau et permettraient l'élimination des plaques 
amyloïdes (El Khoury et al., 2007). Dans la MA, la présence de plaques amyloïdes et de DNF est 
corrélée à l'activation des astrocytes et des cellules microgliales (Nagele et al., 2004). Nous avons 
étudié l'activation astrocytaire et microgliale dans les souris 3xTg-AD à 6 et à 12 mois. 
 
 
Figure 33. Expression des marqueurs GFAP et IBA1 dans le CA1 et le subiculum des souris 
3xTg-AD. 
Des coupes de tissus de souris femelles 3xTg-AD ou contrôles âgées de 6 et 12 mois ont été marquées 
par immuno-fluorescence avec les anticorps anti-IBA1 et anti-GFAP pour visualiser l’activation 
microgliale et astrocytaire respectivement. 
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Les souris 3xTg-AD ne présentent pas d’activation astrocytaire ou microgliale  à 6 mois mais nous 
pouvons observer une forte activation astrocytaire du subiculum des souris âgées de 12 mois avec 
l'augmentation de l'expression de la GFAP (Figure 33). Cette réactivité astrocytaire est parallèle à 
l'apparition de plaques amyloïdes dans cette région et elle s'accompagne d'une activation des cellules 
microgliales visualisée par l'expression plus importante du marqueur IBA1 (Figure 33). 
A 6 mois, les souris 3xTg-AD ne présentent pas de plaques amyloïdes mais de l'amyloïde 
intraneuronale. Cette présence d'amyloïde intraneuronale pourrait entrainer une réaction astrocytaire 
plus subtile et non détectable par simple immuno-fluorescence. En effet, dès l'âge de 3 mois, une étude 
a montré que les astrocytes des souris 3xTg-AD présentent des modifications de leur morphologie et 
cela avant même l'apparition des signes anatomopathologiques associés à la MA (Rodriguez et al., 
2009). Pour étudier l'activation astrocytaire de façon plus détaillée et plus quantitative, nous avons 
effectué une analyse de Sholl cellule par cellule. 
 
b) Analyse de Sholl pour l’étude de l'activation astrocytaire 
 
 
Figure 34. Analyse de Sholl et les indices obtenus. 
L'analyse de Sholl permet d'obtenir différentes informations concernant chaque astrocyte: volume, 
nombre maximum d'intersections (Nm), valeur critique (VC), nombre de prolongements primaires (Npp), 
indice de ramification (IR) et nombre d'intersections total (NT). Figure modifiée de (Reeves et al., 2011). 
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L'analyse de Sholl est une méthode d'analyse quantitative des caractéristiques morphologiques d'une 
cellule. Elle est effectuée en comptant le nombre d'intersections de prolongements des astrocytes avec 
des cercles concentriques de diamètre croissant tracés à partir du centre de la cellule (Figure 34A). 
Cette analyse fournit de nombreux index permettant de caractériser la morphologie d'une cellule comme 
sa superficie, sa valeur critique ou encore son index de ramification (Figure 34B).  
 
Figure 35. Les différents index de l'analyse de Sholl sont corrélés à l'expression de la GFAP. 
A. Le nombre total d'intersections (NT) 
B. la superficie 
C. la valeur critique(VC) 
D. le nombre maximum d'intersections (Nm) 
Et E. l'index de ramification (IR) 
sont tous corrélés à l'expression de la GFAP (UA = unité arbitraire). Test de corrélation de Pearson, p-
valeur<0,01 **, ρ=valeur du coefficient de corrélation. 
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Nous avons tout d'abord montré que l'analyse de Sholl réalisée à partir de l'expression de la GFAP 
fournit des indices pertinents pour l'étude de la morphologie des astrocytes et que l'expression de la 
GFAP est corrélée aux différents index obtenus après l'analyse de Sholl. Tous les indices étant 
fortement corrélés à l'expression de la GFAP (Figure 35), nous avons choisi d'étudier uniquement la 
superficie et l'index de ramification (IR) (proportionnel au nombre d'intersection maximum (Nm) et au 
nombre de prolongements primaires (Npp)) pour le reste de l'étude. 
 
Cette analyse de Sholl préliminaire démontre que l'augmentation de la GFAP, liée à l'activation 
des astrocytes, est associée à des changements morphologiques quantifiables. L'IR et la 
superficie des cellules sont de bons paramètres de caractérisation morphologique des 
astrocytes. 
 
c) Etude par analyse de Sholl de l’activation astrocytaire des 3xTg-AD 
La région CA1 de l’hippocampe et le subiculum des souris 3xTg-AD ont été analysés par Sholl à l’aide 
d’un marquage GFAP pour identifier les différences morphologiques des astrocytes de ces régions. 
Deux paramètres ont été étudiés : l’index de ramification (Figure 36) et la superficie (Figure 37) des 
astrocytes à 6 et 12 mois. 
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Figure 36. Distribution de l’index de ramification (IR) des astrocytes des souris 3xTg-AD. 
Analyse de Sholl de tissus immuno-marqués pour révéler la GFAP de souris 3xTg-AD et contrôles (A. 
B. C. CA1 : WT 6mois, n=136, WT 12 mois n=120, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-AD 12 mois n=120; 
D. E. F. subiculum : WT 6mois, n=143, WT 12 mois n=114, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-AD 12 mois 
n=120). UA = unités arbitraires. Statistiques : test du Khi², *p<0,05, NS=non significatif. 
 
 
Index de ramification (Figure 36) 
- Région CA1 
A 6 et 12 mois, les astrocytes des souris 3xTg-AD ne sont pas morphologiquement 
différents de ceux des contrôles dans le CA1 (Figure 36A,B,C) malgré la présence 
d’amyloïde intra-neuronale à ces âges.  
- Région subiculum 
A 6 et 12 mois, les astrocytes des souris 3xTg-AD ont une distribution de leur IR 
significativement différente de celle des contrôles, leur IR est globalement plus élevé 
(Figure 36D,E). A 6 mois, une augmentation de la proportion des astrocytes ayant un IR > 
4,5 par rapport aux contrôles est observée (Figure 36F). A 12 mois, ce phénomène est 
encore plus marqué car il est accompagné d’une diminution de la proportion des astrocytes 
ayant un IR < 2,5 (Figure 36F).  
Seuls les astrocytes du subiculum des souris 3xTg-AD ont une morphologie plus complexe que 
les souris contrôles. 
 
 
84 
 
 
 
Figure 37. Distribution de la superficie des astrocytes des souris 3xTg-AD. 
Analyse de Sholl de tissus immuno-marqués pour révéler la GFAP de souris 3xTg-AD et contrôles (A. 
B. C. CA1 : WT 6mois, n=136, WT 12 mois n=120, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-AD 12 mois n=120; 
D. E. F. subiculum : WT 6mois, n=143, WT 12 mois n=114, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-AD 12 mois 
n=120). UA = unités arbitraires. Statistiques : test du Khi², **p<0,01, ***p<0,001, NS=non significatif. 
 
 
Superficie (Figure 37) 
- Région CA1 
A 6 et 12 mois, les astrocytes des souris 3xTg-AD ne possèdent pas une superficie 
différente de ceux des contrôles dans le CA1 (Figure 37A,B,C).  
- Région subiculum 
A 6 et 12 mois, les astrocytes des souris 3xTg-AD ont une distribution de leur superficie 
significativement différente de celle des contrôles (Figure 37D,E). 
A 6 mois, la proportion d’astrocytes des souris 3xTg-AD ayant une superficie faible 
(superficie < 600µm²) est plus importante que celle des souris contrôles (Figure 37F). 
Le phénomène inverse est observé à 12 mois, la proportion d’astrocytes des souris 3xTg-
AD ayant une grande superficie (superficie > 1200µm²) est plus importante que celle des 
souris contrôles (Figure 37F). 
Seuls les astrocytes du subiculum des souris 3xTg-AD ont une superficie différente des souris 
contrôles. Les astrocytes des souris 3xTg-AD de 6 mois sont globalement plus petits alors que 
ceux des souris 3xTg-AD de 12 mois ont une superficie plus élevée. 
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Dans cette analyse, seule l’influence du génotype (3xTg-AD ou contrôle) a été évaluée. Il serait 
intéressant d’analyser l’impact de la région sur les paramètres d’IR et de superficie (les astrocytes du 
subiculum semblent avoir une superficie moins importante que les astrocytes du CA1 (Figure 37C,F)). 
L’âge aussi semble avoir une influence sur l’IR des astrocytes, notamment dans le CA1 où l’IR semble 
augmenter avec l’âge quel que soit le génotype (Figure 36C). 
 
Les souris 3xTg-AD présentent une activation des cellules microgliales et des astrocytes à 12 
mois dans le subiculum, corrélée avec l’apparition des plaques Aβ. L’activation astrocytaire a 
été identifiée par l’augmentation de l’expression de la GFAP, de l’IR des astrocytes ainsi que de 
leur superficie. Dans cette même région, à 6 mois, les astrocytes des 3xTg-AD présentent au 
contraire une diminution de leur superficie par rapport aux contrôles. Dans le CA1, les astrocytes 
des différents groupes ne sont pas morphologiquement différents à 6 et 12 mois. 
 
 
4) Caractérisation fonctionnelle des souris femelles 3xTg-AD 
Les souris 3xTg-AD présentent un défaut de transmission synaptique qui a été observé par le groupe 
de F. LaFerla dès l'âge de 6 mois (Oddo et al., 2003b). Afin de caractériser cette fonction sur notre 
colonie, nous avons effectué des enregistrements électrophysiologiques sur des tranches de souris 
âgées de 7 à 7 mois et demi dans la région CA1 de l'hippocampe. Cette étude a été réalisée en 
collaboration avec les Dr. S. Oliet, A. Panatier et J. Veran au Neurocentre Magendie de Bordeaux. 
Tout d'abord, comme le groupe de F. LaFerla, nous avons mesuré la transmission glutamatergique de 
base. Pour ce faire nous avons enregistré des potentiels de champs post-synaptiques excitateurs 
(fEPSP) évoqués avec des intensités de stimulation croissantes afin de caractériser la relation entrée-
sortie (Input/Output). Comme observé précédemment, la transmission synaptique glutamatergique est 
altérée chez les souris 3xTg-AD (Figure 38A). Il est donc important de noter que la transmission 
synaptique est modifiée avant même l’apparition de plaques séniles et/ou de DNF. 
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Figure 38. Les souris 3xTg-AD présentent des déficits synaptiques dans le CA1 dès 7 mois. 
A. Courbes (moyenne de 3 expériences) de la pente des fEPSP en fonction de l’intensité de stimulation. 
Ces courbes d'Input/Output révèlent une diminution de la transmission synaptique glutamatergique de 
base chez les 3xTg-AD. B. Le graphique représente les de la pente des fEPSP avant (1) et après (2) 
l'induction de la LTP au cours du temps.  
 
 
La potentialisation à long terme (LTP) est un mécanisme de renforcement des synapses souvent étudié 
dans le contexte de la MA. Elle se caractérise par une augmentation persistante de l’efficacité de la 
transmission et donc de la pente des fEPSP. Un protocole d'induction de la LTP décrit par le groupe de 
F. LaFerla (Oddo et al., 2003b) a été effectué chez les souris 3xTg-AD. Alors que la LTP est bien induite 
chez les souris contrôles, l’efficacité de la transmission n’est pas augmentée chez les souris 3xTg-AD 
(Figure 38B). 
 
Les souris 3xTg-AD modèle de la MA reproduisent de nombreux paramètres de cette maladie: 
développement des marqueurs histopathologiques (plaques séniles et DNF), réactivité gliale et 
déficits synaptiques. Nous avons pu observer une hétérogénéité de la population astrocytaire 
entre différentes régions ainsi qu'au sein d’une même région. L'apparition progressive des 
différents signes de la MA en fait un modèle particulièrement intéressant pour l'étude des stades 
précoces de développement de la MA. 
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B. Exploration des déficits synaptiques 
L’activation des récepteurs NMDA dépend de la liaison de deux ligands : le glutamate et un co-agoniste. 
Alors que la glycine et la D-sérine jouent le rôle de co-agoniste, le seul ligand endogène des récepteurs 
synaptiques au niveau des synapses CA3-CA1 est la D-sérine (Papouin et al., 2012). Il est important de 
noter que la D-sérine est donc nécessaire à la mise en place de la LTP dont l’induction dépend de 
l’activation des récepteurs NMDA (Henneberger et al., 2010).  
1) Les altérations de la LTP observées chez les 3xTg-AD sont restaurées par l'ajout 
de D-sérine 
En collaboration avec les Dr. S. Oliet, A. Panatier et J. Veran du Neurocentre Magendie de Bordeaux, 
une seconde étude électrophysiologique a été menée dans la région CA1 des souris 3xTg-AD afin de 
tester l’hypothèse selon laquelle le déficit de plasticité synaptique chez les souris 3xTg-AD serait lié à 
une diminution de la concentration en D-sérine à la synapse. Comme indiqué sur la Figure 39, l’apport 
exogène de D-sérine (50µM) a permis de restaurer la LTP chez les souris 3xTg-AD et ce, à un niveau 
similaire de celui induit chez les souris contrôles (Figure 39). 
 
 
Figure 39. L'ajout de D-sérine permet de restaurer la mise en place de la LTP chez les souris 
3xTg-AD dans la région CA1. 
A. Le graphique représente les de la pente des fEPSP avant (1) et après (2) l'induction de la LTP au 
cours du temps. B. La même expérience d'induction de la LTP a été reproduite en présence de D-sérine 
(50µM). C. Les résultats sont résumés dans le graphique et sont exprimés en moyenne +/- SEM de la 
pente des fEPSP mesurée 60min après la stimulation (high frequence stimulation (HFS)). Statistiques: 
test de Mann Whitney, **p< 0,01 et test de Wilcoxon, #p < 0,05. 
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2) Les quantités de L-/D-sérine sont modifiées dans l’hippocampe des souris de 6 
mois 
Nous avons voulu évaluer si l'altération de la LTP pouvait s'expliquer par une diminution de production 
de la D-sérine. En collaboration avec les Dr M. Taverna et T. Tran-Maignan à l’institut Galien de 
Châtenay-Malabry et Pierrick Jego (post-doctorant au laboratoire), les acides aminés L-sérine et D-
sérine ont été dosés sur des hippocampes de souris âgées de 6 mois par électrophorèse capillaire. La 
quantité de L-sérine est diminuée chez les souris 3xTg-AD à 6 mois (Figure 40A). A cet âge, la quantité 
de D-sérine hippocampique est doublée chez les souris 3xTg-AD (Figure 40B). Ces différences se 
traduisent par une diminution significative du ratio L-/D-sérine (Figure 40C). 
 
Figure 40. Dosage de la L-/D-sérine cérébrale des souris de 6 mois. 
Des extraits cérébraux d’hippocampe de souris 3xTg-AD (n=7) et contrôle (n=10) âgées de 6 mois ont 
été analysés par électrophorèse capillaire couplée à la fluorescence induite par laser (EC-LIF) afin de 
déterminer la concentration A. de la D-sérine, B. de la L-sérine et C. du ratio L-/D-sérine. Statistique : 
test de Student, *p<0,05. 
 
 
3) L'expression de la SRR n'est pas modifiée dans l'hippocampe des souris 3xTg-
AD 
Afin de comprendre l’origine de cette altération de production de la D-sérine, nous nous sommes 
intéressés à sa voie de production. Elle est formée à partir de la L-sérine par l'enzyme sérine racémase 
(SRR), une enzyme présente dans les neurones et les astrocytes. 
Une analyse de l'expression de la SRR à 6 et 12 mois de l'hippocampe et du subiculum des souris 
3xTg-AD et contrôles ne révèle pas de modification significative de l'expression de la SRR (Figure 41). 
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Figure 41. L'expression protéique de l'enzyme SRR n'est pas modifiée chez les souris 3xTg-AD 
à 6 et 12 mois. 
A. Les protéines SRR et actine ont été détectées par Western blot dans des hippocampes de souris 
âgées de 6 mois (WT n=6, 3xTg-AD n=7) et B. dans des hippocampes de souris âgées de 12 mois (WT 
n=6, 3xTg-AD n=6). L'actine a été utilisée comme gène de ménage pour la normalisation des résultats. 
Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem. Statistiques : test de Student NS=non significatif. 
 
4) L'expression globale de la PHGDH n'est pas altérée dans l'hippocampe des 
souris 3xTg-AD 
a) La 3-PHGDH est une enzyme astrocytaire 
L'expression de la SRR n'étant pas modifiée dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD bien que la quantité 
de L- et D-sérine soit modifiée. Nous avons donc envisagé l’hypothèse que l’enzyme produisant la L-
sérine puisse être altérée dans le contexte de la MA. 
Or, la L-sérine est seulement produit dans les astrocytes par diversion du flux glycolytique par l'enzyme 
3-phosphoglycérate-déshydrogénase (PHGDH). 
L'expression de la PHGDH est majoritairement astrocytaire (Figure 42). Le marquage PHGDH co-
localise avec le marquage GFAP mais ne co-localise pas avec le marquage NeuN (spécifique des 
neurones). Cependant, le marquage IBA1 des cellules microgliales co-localise au moins partiellement 
avec celui de PHGDH (Figure 42). L'étude de cette co-localisation à plus fort grossissement montre de 
façon distincte l'expression de PHGDH dans les cellules microgliales mais de façon moins importante 
que dans les astrocytes (Figure 43). Nous avons vérifié que l'expression de la PHGDH dans les cellules 
microgliales ne change pas avec leur état d’activation en observant son expression dans des cellules 
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mircogliales de souris 3xTg-AD de 12 mois. L'expression de PHGDH ne semble pas modifiée par 
l'activation des cellules microgliales (Figure 43). 
 
Figure 42. L'expression de l'enzyme PHGDH dans les différents types cellulaires. 
L'expression des protéines PHGDH, IBA1, NeuN et GFAP a été étudiée par immuno-fluorescence sur 
des tissus de souris WT dans les régions CA1 et subiculum.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43. La PHGDH est faiblement exprimée dans les cellules microgliales. 
L'expression des protéines PHGDH et IBA1 a été étudiée par immuno-fluorescence sur des tissus de 
souris 3xTg-AD de 6 et 12 mois. 
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Figure 44. Expression de la PHGDH dans l'hippocampe. 
L'expression de la PHGDH a été étudiée par immuno-fluorescence sur des tissus de souris WT. 
Abréviation : gyrus denté (DG). 
 
 
Nous n'observons pas de modification majeure de l'expression de la PHGDH selon les différentes 
structures de l'hippocampe : subiculum, gyrus denté ou les zones CA1-CA2-CA3 (Figure 44). 
 
b) L'expression du transcrit de la PHGDH n'est pas modifiée chez les souris 3xTg-AD 
Nous avons effectué une étude de l'expression de l'ARNm de la PHGDH dans l'hippocampe et le 
subiculum de souris 3xTg-AD âgées de 6 mois. L'hippocampe des souris 3xTg-AD présente une 
tendance non significative à la diminution de l'expression de la PHGDH (environ -15%) (Figure 45A). 
Aucune différence d'expression de l'ARNm de la PHGDH n'est observée dans le subiculum des souris 
3xTg-AD par rapport aux contrôles (Figure 45B). 
 
Figure 45. L'expression de l'ARNm de la PHGDH dans l'hippocampe et le subiculum. 
Les niveaux d'ARNm de la phgdh ont été quantifiés par RT-qPCR sur l'hippocampe ou le subiculum de 
souris âgées de 6 mois (WT n=5, 3xTg-AD n=10) et le gène codant pour la cyclophiline A a été utilisé 
comme gène de normalisation.  Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM en unités arbitraires 
(UA). Statistiques : test de Student, NS = non significatif (p=0,09). 
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c) L'expression de la protéine PHGDH n'est pas altérée chez les souris 3xTg-AD 
Bien que l'expression de l'ARNm de la PHGDH ne soit pas modifiée, nous avons quantifié l'expression 
de la protéine dans l'hippocampe et le subiculum de souris 3xTg-AD âgées de 6 et 12 mois. 
Globalement, l'expression de la protéine de la PHGDH n'est pas modifiée chez les souris 3xTg-AD quel 
que soit la région ou l'âge observé même s’il y a une tendance à la diminution (Figure 46). 
 
Figure 46. L'expression protéique de l'enzyme PHGDH dans l'hippocampe et le subiculum. 
Les protéines PHGDH et actine ont été détectées par Western blot dans l'hippocampe et le subiculum 
de souris âgées de 6 mois (WT n=6, 3xTg-AD n=7) et de 12 mois (WT n=6, 3xTg-AD n=6). L'actine a 
été utilisée comme gène de ménage pour la normalisation des résultats. Les résultats sont exprimés en 
moyenne +/- sem. Statistiques : test de Student, NS = non significatif. 
 
 
Les déficits synaptiques observés dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD sont compensés par 
l'ajout de D-sérine. L’expression de la L- et D-sérine est altérée chez les souris 3xTg-AD âgées de 
6 mois. La D-sérine, dérivant de la L-sérine, est produite par l'activité de la SRR dont l’expression 
n'est pas modifiée chez les souris 3xTg-AD. La L-sérine est uniquement synthétisée dans les 
astrocytes via l'enzyme PHGDH. L'étude de l'expression de l'ARNm et de la protéine de la PHGDH 
a mis en évidence une tendance, non significative, à la diminution de l'expression de cette 
enzyme chez les souris 3xTg-AD. Les astrocytes étant une population cellulaire particulièrement 
hétérogène, nous avons pris en compte cette diversité dans la suite de l'étude. 
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5) L'influence de la morphologie des astrocytes sur l'expression de l'enzyme 
PHGDH 
Comme les astrocytes des souris 3xTg-AD présentent des propriétés morphologiques hétérogènes, 
nous avons évalué les modifications d'expression de la PHGDH en fonction de la morphologie des 
astrocytes (identifiée par analyse de Sholl et quantifiée par l’index de ramification (IR) et la superficie). 
a) La morphologie des astrocytes n'influence pas l'expression de la PHGDH entre les 3xTg-
AD et les WT 
L'expression de l'enzyme PHGDH n'est pas liée à l’indice de ramification des astrocytes (Figure 47A) 
ou à la superficie des cellules (Figure 47B). Cependant, lors de cette étude, nous avons remarqué que 
cette enzyme est différentiellement exprimée dans les astrocytes : certains l’exprimant beaucoup (150 
UA) alors que d’autres astrocytes l’expriment très peu (40 UA) (Figure 47). Nous avons donc poursuivi 
cette étude en étudiant la distribution de l'expression de la PHGDH au sein de la population astrocytaire 
dans ces deux structures. 
 
 
Figure 47. L'index de ramification et la superficie des astrocytes ne sont pas corrélés à leur 
expression de PHGDH. 
A. Les index de ramification de chaque astrocyte ont été associés à leur expression de PHGDH. 
B. Les superficies de chaque astrocyte ont été associées à leur expression de PHGDH. Une analyse 
par régression linéaire a été effectuée. UA = unités arbitraires. Test de corrélation de Pearson, NS = 
non significatif. 
 
 
b) L'enzyme PHGDH de l'hippocampe est exprimée de manière différentielle entre les 3xTg-
AD et les WT 
Nous pouvons observer que la distribution de l'expression de l'enzyme PHGDH des souris 3xTg-AD 
dans les astrocytes de l’hippocampe à 6 mois est significativement différente de celle observée pour les 
souris contrôles (Figure 48A). Les astrocytes des souris 3xTg-AD ont une expression de l'enzyme 
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rarement supérieure à 120 UA alors que 15% des astrocytes des souris contrôles expriment fortement 
cette enzyme (Figure 48C). 
Dans cette région de l'hippocampe, à 12 mois, les astrocytes des 3xTg-AD présentent aussi une 
distribution de la PHGDH significativement différente des contrôles (Figure 48B). Mais contrairement 
aux astrocytes de 6 mois, les astrocytes des souris 3xTg-AD de 12 mois ont une expression de la 
PHGDH plus hétérogène que les contrôles. Nous observons que 30% des astrocytes des 3xTg-AD 
expriment peu la PHGDH et 20% l’expriment beaucoup alors que les astrocytes WT ont une expression 
plus homogène de l’enzyme  (Figure 48C). 
Cette variation de diversité d'expression peut refléter une modification de fonctionnalité des astrocytes 
dans le processus de production de novo de L-sérine. 
 
Figure 48. Distribution de l’expression de la PHGDH des astrocytes des souris 3xTg-AD. 
Analyse de Sholl de tissus immuno-marqués pour révéler la GFAP et la PHGDH de souris 3xTg-AD et 
contrôles (A. B. C. CA1 : WT 6mois, n=136, WT 12 mois n=120, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-AD 12 
mois n=120; D. E. F. subiculum : WT 6mois, n=143, WT 12 mois n=114, 3xTg-AD 6 mois n=135, 3xTg-
AD 12 mois n=120). UA = unités arbitraires. Statistiques : test du Khi², *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 
NS = non significatif. 
 
 
Dans le subiculum, à 6 mois, les souris 3xTg-AD et contrôles ont la même expression de PHGDH au 
sein de la population astrocytaire (Figure 48D). A 12 mois, dans le subiculum, nous observons que la 
PHGDH est exprimée de façon plus hétérogène chez les astrocytes des 3xTg-AD par rapport aux 
astrocytes contrôles, comme observé dans l’hippocampe (Figure 48E,F). La Figure 49 permet 
d’illustrer cette hétérogénéité d’expression de la PHGDH au sein de la population astrocytaire, 
notamment dans le subiculum des souris âgées de 12 mois (Figure 49). Sur un subiculum contrôle et 
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un subiculum 3xTg-AD, quelques astrocytes ont été isolés, une analyse de Sholl effectuée et l’aire de 
chaque cellule reportée sur le marquage PHGDH. Les cellules #5 et #8 ont des IR proches (~6,5) mais 
une expression de la PHGDH très différente (64 et 138 respectivement) (Figure 49). 
A 6 mois, les astrocytes du subiculum expriment globalement plus la PHGDH que les astrocytes de 
l'hippocampe soulignant l'importance de la disparité de la population astrocytaires entre les régions 
cérébrales. 
 
Figure 49. Illustration de la plus grande hétérogénéité d’expression de la PHGDH dans le 
subiculum des souris 3xTg-AD. 
Des coupes de souris WT et 3xTg-AD ont été immuno-marquées pour révéler la GFAP et la PHGDH. 
Après binarisation, les astrocytes ont été manuellement isolés et une analyse de Sholl a été faite 
permettant d’obtenir la superficie et l’indice de ramification (IR) de chaque cellule. La ROI correspondant 
à chaque astrocyte est reportée sur le marquage PHGDH afin de déterminer son niveau d’expression 
en unités arbitraires (UA). 
 
 
 
Cette analyse cellule par cellule a permis de montrer que l'enzyme PHGDH, indispensable à la 
synthèse de novo de L-sérine, a une distribution d'expression modifiée chez les souris 
transgéniques dans l’hippocampe (à 6 et 12 mois) et dans le subiculum (à 12 mois). Ce 
changement d'expression souligne la diversité de la population astrocytaire et soulève la 
question de l'implication de cette variation d'expression d'une protéine dans une région donnée.  
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Les enzymes impliquées dans la synthèse de la L-/D-sérine ne sont pas fortement modifiées chez 
les 3xTg-AD. Nous avons donc testé l'hypothèse d'une altération du transport de la L-/D-sérine 
par les astrocytes. 
6) Etude de l'expression d'un transporteur de la L-/D-sérine dans l'hippocampe des 
souris 3xTg-AD 
Les acides aminés neutres tels que la L-/D-sérine ont préférentiellement transportés via les transporteurs 
Asc-1 et ASCT. La localisation du transporteur ASCT1 est débattue au sein de la communauté 
scientifique : souvent localisé dans les neurones (Yamamoto et al., 2004), une étude a aussi montré sa 
localisation préférentielle dans les astrocytes (Sakai et al., 2003). Nous avons étudié l'expression et la 
localisation de ce transporteur chez les souris WT et transgéniques. 
 
Figure 50. L'expression du transporteur astrocytaire de la L-/D-sérine ASCT1 n'est pas modifiée 
chez les souris 3xTg-AD. 
Des tissus de souris WT et 3xTg-AD âgées de 6 et 12 mois ont été immuno-marqués pour révéler les 
protéines ASCT1 et GLT1.  
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L'expression membranaire des transporteurs rend souvent difficile la détermination du type cellulaire 
dans lequel ils sont exprimés. C'est pourquoi nous avons effectué un double marquage GLT1, connu 
pour être membranaire et astrocytaire, et ASCT1. Les images superposées des deux marquages 
montrent une parfaite co-localisation entre l'expression de GLT1 et d'ASCT1 démontrant une 
localisation astrocytaire du transporteur ASCT1 (Figure 50). Nous pouvons observer une absence de 
marquage des neurones qui apparaissent noirs et dont les prolongements sont aussi visibles en noir 
(Figure 50C). Ce type de marquage est difficilement quantifiable en immuno-histologie, cependant, 
nous n'observons pas de différence majeure d'expression d'ASCT1 entre les différentes régions ni entre 
les différents groupes de souris (Figure 50). 
 
L’expression des enzymes nécessaires à la synthèse et au transport de la L-/D-sérine, PHGDH,  
SRR et ASCT1, n’est pas significativement altérée chez les souris 3xTg-AD. Une modification 
locale de l'expression de la PHGDH dans les astrocytes des souris 3xTg-AD est observée mais 
n'entraine pas de modification de son expression globale dans le subiculum ou l'hippocampe. 
La PHGDH détourne une partie du flux glycolytique afin d'alimenter la voie de production de la 
L-sérine. Une altération du flux glycolytique pourrait conduire à une modification de la synthèse 
de L-/D-sérine. C'est pourquoi nous avons étudié le métabolisme cérébral des souris 3xTg-AD 
pour évaluer les changements métaboliques de ces souris. 
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C. Altérations métaboliques précoces des souris 3xTg-AD par étude 
in vivo du métabolisme cérébral 
1) Etude des paramètres physiologiques des 3xTg-AD: poids et glycémie 
Nous avons mené une étude in vivo du métabolisme cérébral des souris 3xTg-AD âgées de 6 et 12 
mois. Nous avons tout d'abord mesuré le poids et la glycémie de ces souris après 16h de jeûne. La 
glycémie des souris 3xTg-AD est significativement plus faible que les souris contrôles du même âge 
(Figure 51A, Figure 52A). Ce résultat est en accord avec certains travaux (Masciopinto et al., 2012) 
montrant une glycémie plus faible des souris femelles 3xTg-AD mais en désaccord avec les résultats 
de l'équipe de F. Calon (Phivilay et al., 2009). Ces différences de résultats peuvent s'expliquer par les 
différentes méthodes utilisées pour déterminer la glycémie et le fait que l'équipe de F. Calon n'ait pas 
séparé les mâles des femelles dans ses groupes expérimentaux. Les souris contrôles ont un poids 
équivalent aux souris 3xTg-AD du même âge (Figure 51B, Figure 52B) 
 
Figure 51. Les souris 3xTg-AD âgées de 6 mois ont une glycémie inférieure à celle des contrôles 
mais un poids équivalent. 
A. La glycémie et B. le poids des souris WT (n=10) et 3xTg-AD (n=10) ont été mesurés 12h après la 
mise à jeun. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem. Statistiques : test de Student, **p<0,01 
 
 
Figure 52. Les souris 3xTg-AD âgées de 12 mois ont une glycémie inférieure à celle des 
contrôles. 
A. La glycémie et B. le poids des souris WT (n=9) et 3xTg-AD (n=10) ont été mesurés 12h après la 
mise à jeun. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem. Statistiques : test de Student, *p<0,05 
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2) Etude du métabolisme cérébral des souris 3xTg-AD par autoradiographie 
Le métabolisme cérébral des souris 3xTg-AD  a été étudié grâce à la technique de l’autoradiographie 
du [14C]-2 désoxyglucose (2DG). L'activité radioactive a été analysée par la méthode "statistical 
parametric mapping" (SPM) permettant de comparer voxel à voxel les activités des souris contrôles et 
3xTg-AD sans a priori régional sur des volumes autoradiographiques reconstruits en 3D (Dubois et al., 
2010, Lebenberg et al., 2011). L'analyse SPM permet la détection de changements de métabolisme 
très locaux. Cette étude a été réalisée en collaboration avec les Dr T. Delzescaux et A.-S. Hérard ainsi 
que les étudiants en thèse M. Vandenberghe et Y. Balbastre du CEA-I²BM-MIRCen. Nous avons choisi 
de garder les différences significatives ayant une p-valeur inférieure à 0,01 sur des clusters ayant une 
taille supérieure à 0,025mm3. 
 
 
Figure 53. Altération de la consommation de glucose chez les souris 3xTg-AD par rapport aux 
contrôles. 
A. Etude autoradiographique à 6 mois de la consommation de glucose des souris 3xTg-AD (WT n=10, 
3xTg-AD n=10). B. Etude autoradiographique à 12 mois de la consommation de glucose des souris 
3xTg-AD (WT n=9, 3xTg-AD n=10). Cette figure représente les zones statistiquement différentes des 
souris 3xTg-AD par rapport aux souris contrôles. Statistiques : test de Student, p<0,05 
 
 
Une première analyse a été faite sur le cerveau entier montrant des différences de métabolisme chez 
les souris 3xTg-AD dès l'âge de 6 mois (Figure 53). Les souris 3xTg-AD présentent de nombreuses 
zones hypermétaboliques comme le striatum, le cortex auditif et rétrosplénial. A cet âge, des zones 
hypométaboliques sont aussi observées : l'amygdale, le cortex entorhinal et l'hippocampe. Des 
structures comme le thalamus ou le cortex piriforme présentent des zones hypermétaboliques et des 
zones hypométaboliques. Les souris 3xTg-AD âgées de 12 mois possèdent moins de clusters 
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hypermétaboliques mais plus de clusters hypométaboliques (Figure 53). Les régions du thalamus, du 
cortex visuel et des colliculi supérieurs consomment plus de glucose chez les souris 3xTg-AD que chez 
les souris contrôles. A l'inverse, les régions hypométaboliques sont le striatum, l'amygdale, le cortex 
piriforme et entorhinal ainsi que l'hippocampe (pour un tableau résumé, voir annexe B.). 
 
 
Figure 54. Diminution de la consommation de glucose dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD. 
Cette figure représente les zones identifiées dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD comme étant 
hypométaboliques A. à 6 mois et B. à 12 mois. Statistiques : test de Student, p<0,05 
 
 
Une seconde analyse faite seulement sur l'hippocampe, notre principale région d'étude lors de ce projet, 
a permis d'identifier plus finement la localisation des clusters et leur altération métabolique. Nous avons 
pu ainsi observer que les souris 3xTg-AD ne présentent pas d'hypermétabolisme dans la région 
hippocampique mais seulement un hypométabolisme (Figure 54).  
 
 
Région 
WT 3xTg-AD Pourcentage 
de 
différence 
Test de 
Student (p-
valeur) 
Activité 
normalisée  
Activité 
normalisée  
±SEM (nCi/g) ±SEM (nCi/g) 
CA1-CA3-DG (gauche) 174 ±4 152 ±3 -12,6 3,2E-04 
CA1-DG (droit) 178 ±3 161 ±3 -9,6 1,5E-03 
CA2-CA3 (gauche) 205 ±2 186 ±2 -9,3 1,4E-05 
CA1-DG (gauche) 176 ±5 154 ±3 -12,5 9,7E-04 
CA3-DG (droit) 204 ±6 172 ±3 -15,7 2,0E-04 
CA2 (central) 167 ±2 149 ±3 -10,8 1,7E-04 
 
Figure 55. Les clusters hypométaboliques de l'hippocampe des souris 3xTg-AD âgées de 6 mois. 
Six clusters situés dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD âgées de 6 mois consomment moins de 
glucose que les souris contrôles. Statistiques : test de Student, p<0,05. Abréviation : gyrus denté (DG). 
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Les clusters hypométaboliques des souris 3xTg-AD de 6 mois sont situés dans une partie CA2, des 
zones du gyrus denté/CA3 et une partie du CA1 (Figure 54, Figure 55). Les clusters identifiés 
présentent une diminution d'activité par rapport aux contrôles comprise entre 9 et 16% (Figure 55). 
L’ensemble des clusters hypométaboliques touchent 3% du volume de l’hippocampe. 
A 12 mois, les clusters hypométaboliques sont localisés dans les mêmes zones que les clusters 
identifiés à 6 mois mais concernent plus de 18% de la structure hippocampique (Figure 54). Les clusters 
sont plus étendus, suggérant une aggravation des altérations métaboliques avec l'âge et donc avec 
l'aggravement de la pathologie MA. Les diminutions d'activité observées à 12 mois sont d'environ 12% 
pour les clusters hippocampiques droit et gauche (Figure 56). 
 
Région 
WT 3xTg-AD Pourcentage 
de 
différence 
Test de 
Student (p-
valeur) 
Activité 
normalisée  
Activité 
normalisée  
±SEM (nCi/g) ±SEM (nCi/g) 
Hippocampe (gauche) 197 ±2 174 ±2 -11,7 1,0E-06 
Hippocampe (droit) 199 ±2 176 ±2 -11,6 8,7E-07 
 
Figure 56. Les clusters hypométaboliques de l'hippocampe des souris 3xTg-AD âgées de 12 
mois. 
Deux clusters situés dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD âgées de 12 mois consomment moins de 
glucose que les souris contrôles. Statistiques : test de Student, p<0,05.  
 
 
 
Cette étude a montré que les souris 3xTg-AD présentent des altérations métaboliques dès l'âge 
de 6 mois et que ces altérations s'intensifient avec l'âge. De façon intéressante, l'hippocampe 
est l'une des régions précocement touchées par les modifications métaboliques et c'est aussi la 
région présentant un déficit synaptique. Nous pouvons faire l'hypothèse que la diminution du 
flux glycolytique dans cette région entraine une diminution de production de 3-
phosphoglycérate, le substrat de la PHGDH, entrainant une altération de production de L-sérine 
et par conséquent de D-sérine. Cependant, l'étude du métabolisme par autoradiographie ne 
permet pas de discriminer le type cellulaire touché par ces altérations métaboliques. De 
nouveaux outils, notamment les sondes FRET, permettent l'étude du flux de différents 
métabolites à la résolution cellulaire. 
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D. Etude du métabolisme cérébral à l'échelle cellulaire par utilisation 
de sondes FRET 
1) Développement de vecteurs viraux s'exprimant dans des types cellulaires 
spécifiques 
Des études préliminaires menées par Emilie Faivre (post-doctorant au laboratoire) d'injection de 
lentivirus codant pour des sondes FRET, ont montré une faible expression des transgènes dans les 
cellules ciblées. Cette expression des sondes n'était pas suffisante pour permettre des expériences de 
FRET. Les vecteurs AAVs sont de petites particules virales permettant l'infection de larges régions du 
cerveau et sont peu immunogéniques (Sun et al., 2003). Nous avons donc développé des AAVs 
permettant l'expression de transgène dans des types cellulaires spécifiques (neurones et astrocytes). 
a) Ciblage cellulaire spécifique des AAVs 
Afin de cibler les neurones, nous avons utilisé le sérotype de l'AAV-2/10 en combinaison avec le 
promoteur PGK. Ce vecteur viral est spécifique des neurones, cela est illustré par la co-localisation du 
transgène codant pour la td-Tomato et du marquage neuronal NeuN (Figure 57A).  
Pour cibler les astrocytes, nous avons testé différentes combinaisons de sérotypes (AAV-2/5 ou AAV-
2/9) associés à un promoteur (GS ou GFA-ABC1D). C'est la combinaison AAV-2/9-GFA-ABC1D qui 
permet de cibler les astrocytes avec le plus de spécificité tout en permettant une forte expression du 
transgène. La co-localisation de la td-Tomato et de la GFAP atteste de cette spécificité d'infection et 
d'expression du vecteur viral (Figure 57B). 
 
Figure 57. Les vecteurs viraux développés ciblent spécifiquement les astrocytes ou les 
neurones. 
Trois semaines après injection de souris avec les vecteurs viraux codant pour la td-Tomato dans le CA1 
(5.109vg/µl), des marquages immuno-fluorescents ont été réalisés sur des coupes de tissus pour révéler 
la GFAP et NeuN, des marqueurs respectivement astrocytaire et neuronal. A. L'AAV-2/10 combiné au 
promoteur PGK permet l'expression spécifique du transgène dans les neurones. B. Les astrocytes 
expriment spécifiquement le transgène des vecteurs viraux de sérotype AAV-2/9 et codant pour le 
promoteur GFA-ABC1D. 
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b) Les vecteurs viraux ne provoquent pas de réaction inflammatoire du cerveau 
L'injection de virus dans le cerveau de souris pourrait entrainer une activation cellulaire non voulue et 
perturber l'homéostasie cérébrale. Afin d'analyser ces paramètres d'activation dans les zones d'injection 
des AAVs, nous avons effectué des marquages des protéines IBA1 et Vimentine, dont l'expression est 
augmentée respectivement en cas d'activation des cellules microgliales et astrocytaires.  
L'expression des transgènes des AAVs dans les neurones ou les astrocytes de l'hippocampe n'entraine 
pas de réactivité cellulaire, contrairement au contrôle positif où l'augmentation d'expression d'IBA1 et 
de la Vimentine est flagrante (Figure 58). 
 
Figure 58. L'injection et l'expression des vecteurs viraux développés ne provoquent pas 
d'activation des tissus. 
A.B. Trois semaines après injection de souris avec les vecteurs viraux codant pour la td-Tomato dans 
le CA1 (5.109vg/µl), des marquages immuno-fluorescents ont été réalisés sur des coupes de tissus pour 
révéler IBA1 et Vimentin, des marqueurs de l'activation microgliale et astrocytaire. C. Une coupe de 
souris non injectée par des virus a servi de contrôle négatif et D. une coupe présentant une lésion du 
striatum par le quinolinate a servi de contrôle positif d'activation des cellules microgliales et des 
astrocytes. Les AAV-2/10-PGK et AAV-2/9-GFA-ABC1D exprimant la td-Tomato ne provoquent pas 
d'activation des cellules microgliales ou des astrocytes. 
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2) Expression des sondes FRET dans différents types cellulaires 
Afin de vérifier que l'expression des AAVs permet une expression suffisante des sondes FRET pour 
réaliser des enregistrements, nous avons injecté les AAVs codant pour une sonde FRET dans le cortex 
de souris. L'AAV ciblant les neurones s'exprime fortement (Figure 59A) alors que l'AAV ayant un 
tropisme astrocytaire s'exprime très faiblement et ne permet pas d'envisager d'enregistrer un signal 
FRET (Figure 59B). L'étude de la littérature (Haddad-Mashadrizeh et al., 2009) et l'échange avec nos 
collaborateurs à Zurich (B. Weber, J. Stobart), nous a indiqué que l'expression du transgène dans les 
astrocytes pouvait être augmentée grâce à l'ajout d'un élément de régulation : un intron de la β-globine. 
Effectivement, l'ajout de cet élément de régulation augmente significativement l'expression de la sonde 
FRET (Figure 59C). 
 
Figure 59. Expression des sondes FRET in vivo. 
Injection stéréotaxique des AAVs codant pour une sonde FRET sous le contrôle A. du promoteur PGK, 
B. du promoteur GFA-ABC1D ou C. du promoteur GFA-ABC1D et de l'intron de la β-globine. 
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3) Enregistrements FRET : résultats préliminaires 
Cette étude a été réalisée en collaboration avec les Dr. B. Cauli et X. Toussay à l’Institut de Biologie 
Paris-Seine. Des enregistrements de la sonde FRET sensible au glucose ont été effectués sur tranches 
lors d'un protocole de suppression du glucose extracellulaire. Une diminution du ratio de fluorescence 
est observée lors de la déplétion en glucose dans l'espace extracellulaire, témoignant de la diminution 
concomitante du glucose astrocytaire intracellulaire (Figure 60). Aucune différence n'est observée 
concernant l'utilisation du glucose astrocytaire entre les souris 3xTg-AD et WT (Figure 60). 
 
Figure 60. Enregistrement de la sonde FRET sensible au glucose dans des tranches de souris. 
Des souris WT et 3xTg-AD (n=3 par groupe) âgées de 6 mois ont été injectées avec un AAV favorisant 
l'expression d'une sonde FRET sensible au glucose dans les astrocytes. Un protocole de privation de 
glucose extracellulaire a été appliqué pendant l'enregistrement du signal FRET. Unité Arbitraire (UA). 
Statistique : test U non paramétrique de Mann-Whitney, non significatif. 
 
 
Des vecteurs viraux AAVs permettant l’expression spécifique de transgènes dans les neurones 
ou les astrocytes ont été développés. Leur spécificité de tropisme et l’absence de réaction 
inflammatoire ont été évaluées et validées par une étude immuno-histologique. Ces vecteurs 
nous ont permis de faire exprimer des sondes FRET sensibles à différents métabolites in vivo. 
Des études de mesures du signal FRET préliminaires ont été réalisées. 
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IV. DISCUSSION 
A. Le modèle de souris 3xTg-AD 
1) Caractérisation des pathologies amyloïde et tau des souris 3xTg-AD 
Les souris 3xTg-AD développées par l'équipe de F. LaFerla expriment les gènes PS1M146V, APPSwe et 
tauP301L (Oddo et al., 2003b). Nous avons confirmé que ces souris développent les principaux marqueurs 
de la MA : des plaques amyloïdes et des DNF. Nous avons confirmé que la pathologie amyloïde précède 
la pathologie tau (Oddo et al., 2003a), mais contrairement au modèle original, nous avons observé 
qu’elle se développe tout d’abord dans la formation hippocampique et pas dans le cortex. Mastrangelo 
& Bowers ont réalisé une étude histologique très complète sur des souris 3xTg-AD mâles âgées de 2 à 
26 mois. Ils ont observé le développement des pathologies amyloïde et tau dans différentes régions 
(cortex entorhinal, hippocampe, amygdale et cortex moteur primaire) (Mastrangelo and Bowers, 2008). 
Comme nous, ils observent la présence d'Aβ dans la région CA1 de l'hippocampe et le subiculum dès 
l'âge de 6 mois. En revanche, la pathologie tau semble se développer plus tôt dans ces régions que 
dans les souris de notre colonie. A 6 mois, la présence de tau hyperphosphorylée n'est détectable que 
dans le subiculum et de façon très faible. Cependant leur étude porte sur les mâles seulement alors 
que nous avons focalisé notre travail sur l'étude des femelles. En effet, en comparant l'expression de 
l'amyloïde-β chez les souris 3xTg-AD entre les mâles et les femelles, nous avons observé une 
pathologie amyloïde beaucoup plus prononcée chez les femelles. Cette influence du sexe sur le 
développement de la MA n'a pas été décrite par l'équipe de F. LaFerla dans le papier original mais la 
plupart des publications suivantes ont tenu compte de ce paramètre lors de leurs expériences.  
De nombreuses équipes ont montré l'importance du sexe sur le développement de la pathologie 
amyloïde dans ce modèle (Nelson et al., 2007, Hirata-Fukae et al., 2008). Les souris femelles modèle 
de la MA vivent en général plus longtemps que les mâles (Rae and Brown, 2015). L'impact des 
hormones stéroïdes sexuelles a été étudié chez les souris 3xTg-AD. Sur une colonie de souris 3xTg-
AD dont les femelles présentaient une pathologie amyloïde plus prononcée que les mâles, différents 
traitements ont été donnés aux femelles et aux mâles à leur naissance (testostérone ou antagoniste 
des récepteurs aux androgènes respectivement). La testostérone réduit l'accumulation d'Aβ chez les 
femelles alors que l'inhibition de l'action de la testostérone chez les mâles induit une augmentation de 
l'accumulation d'Aβ (Carroll et al., 2010). Afin de tester l'impact de la progestérone et des œstrogènes, 
des souris 3xTg-AD femelles ont subi une ovariectomie à l'âge de 3 mois suivie d'un traitement avec 
l'une ou la combinaison des deux types d'hormones. Les œstrogènes diminuent la pathologie amyloïde 
alors que la progestérone diminue la phosphorylation de la protéine tau. Administrées en combinaison, 
la progestérone inhibe les effets bénéfiques des œstrogènes sur la pathologie amyloïde tout en 
maintenant une diminution de la phosphorylation de tau (Carroll et al., 2007).  
Les différences liées au sexe dans le développement de la MA chez l'Homme sont encore 
controversées. Les estimations montrent que la majorité des patients atteints de la MA sont des 
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femmes, que l'incidence de développer la MA est plus importante chez les femmes que chez les 
hommes après 80 ans (pour revue (Mielke et al., 2014)) et que l'espérance de vie des femmes est plus 
longue que celle des hommes après diagnostic (Rountree et al., 2012). Différentes hypothèses peuvent 
entrer en ligne de compte : l'espérance de vie plus longue des femmes, les effets protecteurs des 
œstrogènes avant la ménopause ou encore les différences de style de vie entre les hommes et les 
femmes (éducation, sport, cigarette); bien que ces différences de style de vie tendent à disparaitre. Ces 
résultats soulèvent l'importance de l'étude des hormones sur le développement de la MA et notamment 
l'impact des thérapies hormonales post-ménopause chez les femmes. 
 
Les souris 3xTg-AD de notre laboratoire ont un phénotype moins agressif que les souris 
développées par l'équipe de F. LaFerla et nous avons montré une différence de phénotype liée 
au sexe. Lors de ce projet, nous n'avons pas évalué l'impact du sexe sur la totalité des index 
que nous avons mesurés. Une analyse préliminaire est en cours concernant le métabolisme 
énergétique. 
 
2) La réactivité astrocytaire 
La réactivité astrocytaire est souvent associée à un changement de la morphologie de ces cellules 
gliales. Elles deviennent hypertrophiques et l'expression de différents marqueurs augmente, en 
particulier la GFAP et la vimentine. Cette réactivité est une caractéristique de nombreuses maladies 
neurodégénératives (Ben Haim et al., 2015) et notamment de la MA (Rodriguez-Arellano et al., 2015). 
Une analyse immuno-histologique de l'hippocampe (CA1) et du subiculum a révélé une augmentation 
du marquage GFAP seulement dans le subiculum des souris 3xTg-AD âgées de 12 mois. Cette 
réactivité est concomitante de l'apparition des plaques Aβ dans cette région. Afin d'analyser plus en 
détail la morphologie des astrocytes, nous avons effectué une analyse de Sholl cellule par cellule. Cette 
analyse est, à notre connaissance, la première étude de la réactivité astrocytaire réalisée chez des 
souris modèle de la MA à haute résolution et permettant l'analyse de fines différences morphologiques 
pouvant échapper à une analyse globale. L'équipe d'A. Verkhratsky a réalisé plusieurs études de la 
réactivité astrocytaire chez les souris 3xTg-AD (Olabarria et al., 2010, Yeh et al., 2011). Ils ont, comme 
nous, utilisé le marquage GFAP mais ils ont distingué les astrocytes en fonction de leur proximité des 
plaques Aβ. Cependant, leur étude de la surface et du volume des astrocytes ne tient pas compte de 
l'état de ramification des cellules. 
Dans la région CA1, notre étude n'a pas montré de différence morphologique (index de ramification (IR) 
et superficie) des astrocytes. Nous pouvons tout de même observer une tendance à l'augmentation de 
l'IR avec l'âge quelle que soit la souche de souris. Dans le subiculum, où la pathologie amyloïde est 
plus importante que dans le CA1, les astrocytes des souris 3xTg-AD ont une superficie et un IR 
supérieurs à ceux des souris contrôles à 12 mois. Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de 
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l'équipe d'A. Verkhratsky montrant une diminution de la taille des astrocytes dans la région CA1 de 
l'hippocampe mais une augmentation de leur taille à proximité des plaques Aβ (Olabarria et al., 2010). 
Cela peut s'expliquer par l'absence de plaques dans la région CA1 de nos souris âgées de 6 et 12 mois. 
Concernant le subiculum, nous n'avons pas discriminé les astrocytes proches des plaques Aβ de ceux 
éloignés mais leur distribution montre une augmentation de la taille de tous les astrocytes chez les 
3xTg-AD (quelle que soit leur proximité des plaques Aβ). La même équipe a aussi décrit les astrocytes 
d'une autre région, le cortex entorhinal, comme hypotrophiques chez les souris 3xTg-AD même en 
présence de plaques Aβ (Yeh et al., 2011). Une autre étude ne montre pas d'activation des astrocytes 
des souris 3xTg-AD de la région CA1 ou du subiculum malgré la présence de plaques Aβ et de tau 
hyperphosphorylée à l'âge de 12 mois (Mastrangelo and Bowers, 2008). 
Les données générées lors de notre analyse de Sholl pourraient servir à étudier les différences 
morphologiques des astrocytes des souris contrôles en fonction de l’âge et/ou de la région étudiée (CA1 
et subiculum). L’observation de ces données laisse penser que les astrocytes du subiculum ont une 
superficie globalement plus faible que ceux de la région CA1 et qu’avec l’âge, l’IR des astrocytes de la 
région CA1 augmente. Des analyses statistiques seront nécessaires afin de valider ces observations. 
 
 
Figure 61. Expression de la GFP dans les neurones et de la td-Tomato dans les astrocytes. 
Observation de l'expression d'un AVV-2/10 codant pour la GFP sous contrôle d'un promoteur 
neuronal(PGK) et d'un AVV-2/9 codant pour la td-Tomato sous contrôle d'un promoteur astrocytaire 
(GFA-ABC1D) dans l'hippocampe de souris WT. 
 
 
 
Notre étude, fondée sur l'expression de la GFAP, pourrait être complétée par une étude morphologique 
des astrocytes fondée sur l'expression de S100β. En effet, certains astrocytes expriment peu la GFAP 
mais expriment la S100β (Emsley and Macklis, 2006). De plus, chez la souris, la GFAP est peu exprimée 
par les astrocytes du cortex, limitant l'utilisation de ce marqueur. L'utilisation d'une protéine astrocytaire 
ubiquitaire et présente dans le cytoplasme des cellules serait idéale pour une étude morphologique plus 
approfondie. La protéine PHGDH répond à ces critères et pourrait donc servir de protéine de référence 
pour l'étude morphologique des astrocytes. De plus, elle possède l'avantage d'être exprimée par la 
plupart des astrocytes, notamment les astrocytes corticaux. En revanche, son expression n'est pas 
modifiée en cas de réactivité astrocytaire; il faudrait donc l'utiliser en combinaison avec la GFAP ou la 
vimentine dont les expressions sont augmentées en cas de réactivité astrocytaire. Un autre moyen 
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d'étudier la morphologie des astrocytes est l'utilisation de protéines fluorescentes (comme la td-Tomato 
ou la GFP) exprimées sous le contrôle d’un promoteur spécifique. Pour cela, les AAVs développés dans 
ce projet permettent l'expression de protéines fluorescentes dans différents types cellulaires (astrocytes 
ou neurones). Ils peuvent même être utilisés en combinaison afin d'obtenir des astrocytes d'une couleur 
et des neurones d'une autre couleur et cela dans la même région, permettant ainsi l'étude des 
interactions entre ces types cellulaires grâce à l'utilisation de microscope à haute résolution STED 
(STimulated Emission Depletion) par exemple (Figure 61). 
 
L’étude de l'hétérogénéité astrocytaire est un domaine en pleine expansion et notre travail 
illustre bien la nécessité de l’aborder à l'échelle cellulaire et non plus à l'échelle régionale. Chez 
les souris contrôles, au sein d'une même région (CA1 ou subiculum), nous observons une 
hétérogénéité de superficie et de ramification des astrocytes. Nous avons également mis en 
évidence des différences d’indice de ramification et de superficie des astrocytes chez les souris 
3xTg-AD mais uniquement dans le subiculum et pas dans la région CA1, ce qui illustre la 
différence de susceptibilité régionale de ces cellules gliales. 
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B. La D-sérine : un acide aminé essentiel à la transmission 
synaptique 
Les souris 3xTg-AD âgées de 7 mois présentent des altérations de la transmission synaptique. Nos 
collaborateurs S. Oliet, A. Panatier et J. Veran ont en effet confirmé que nos souris présentent une 
altération de la LTP comme initialement montré par (Oddo et al., 2003b). 
Les expériences menées à Bordeaux ont permis de montrer que ce déficit de LTP peut être restauré 
par ajout de D-sérine, suggérant un déficit de production de cet acide aminé ou de sa libération. Ces 
deux hypothèses ont été étudiées lors de ce projet. 
1) Etude de la production de D-sérine  
a) La SRR : localisation, expression et activité 
La D-sérine est un acide aminé dont la production est compartimentée par l'expression d'enzymes de la 
voie de production dans des types cellulaires distincts. La SRR, initialement localisée uniquement dans 
les astrocytes, a été retrouvée ces dernières années à la fois dans les astrocytes et dans les neurones 
(Wolosker et al., 1999, Miya et al., 2008, Ehmsen et al., 2013). Plus récemment, l'étude transcriptomique 
conduite par l'équipe de B. Barres a montré une expression de la SRR dans les astrocytes et les 
neurones mais aussi dans les cellules microgliales et les oligodendrocytes (Zhang et al., 2014). Le 
RNAseq, bien qu'étant un puissant outil d'analyse à grande échelle, doit être utilisé avec précaution. La 
présence des transcrits de certains gènes ne permet pas d'affirmer que la protéine est présente et 
qu’elle est fonctionnelle. Une étude préliminaire de la localisation de la SRR dans la région CA1 semble 
indiquer une localisation majoritairement neuronale de cette enzyme (Figure 62).  
 
Figure 62. Expression de la SRR et de la GFAP dans la région CA1 de souris contrôle. 
Des coupes de souris contrôles de 6 mois ont été immuno-marquées afin de révéler les protéines SRR 
et GFAP. Abréviation : gyrus denté (DG). 
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Néanmoins, il est établi que la GFAP ne reflète pas la complexité des astrocytes et ne permet la 
visualisation que d'environ 15% de la cellule (Bushong et al., 2002) : si la SRR a une localisation 
cytoplasmique, nous ne pourrions pas l'observer avec un marquage GFAP. L'utilisation d'un marqueur 
astrocytaire cytoplasmique comme la PHGDH ou de souris transgéniques (la souche GLT1-GFP par 
exemple) permettant l'observation des astrocytes dans leur intégralité, pourrait établir plus précisément 
la localisation de la SRR. L'absence de co-localisation entre le marquage IBA1 et celui de la SRR 
indique que les cellules microgliales ne semblent pas exprimer la SRR. Cette présence majoritairement 
neuronale semble en accord avec une étude récente d'identification de la localisation de la SRR et de 
la D-sérine. Cette étude histologique, utilisant des souris SRR-KO comme contrôle négatif, a montré 
que la majorité (~90%) de la SRR et de la D-sérine était localisée dans les neurones et qu'une petite 
fraction de SRR et de D-sérine (~10%) était observée dans les astrocytes (Ehmsen et al., 2013). 
Bien que cette localisation de la SRR soit encore débattue dans la communauté scientifique, la 
contribution de l'enzyme dans chaque type cellulaire (neurone ou astrocyte) a été récemment mise en 
évidence. En invalidant l'enzyme SRR dans les neurones ou les astrocytes, les chercheurs ont montré 
une diminution de 65% et de 15% de l'expression totale de la SSR, respectivement. La diminution de la 
SRR astrocytaire ne modifie pas la concentration totale en D-sérine et ne conduit pas à une altération 
de la LTP ; contrairement à la diminution de SRR neuronale qui contribue significativement à la 
production de D-sérine cérébrale. Une diminution de la concentration en D-sérine de 14% dans 
l'hippocampe et de 35% dans le cortex est observée. De plus, dans l'hippocampe, cela conduit à une 
altération de la LTP (Benneyworth et al., 2012). Cette diminution modeste de la concentration en D-
sérine peut s'expliquer par la mise en place de mécanismes de compensation (augmentation de la 
production de D-sérine par le type cellulaire n'ayant pas d'invalidation de l'enzyme SRR) ou bien par le 
fait que la SRR possède deux activités enzymatiques : la racémisation et une activité d'élimination-α,β 
induisant la dégradation de la L-/D-sérine (Foltyn et al., 2005). La diminution de production de D-sérine 
pourrait être compensée par une diminution de sa dégradation. 
Notre étude par western blot de l'expression de la SRR, qui ne permet pas de discriminer l'expression 
des protéines dans les différents types cellulaires, n'a pas mis en évidence de différence d'expression 
entre les souris contrôles et les souris 3xTg-AD, suggérant une absence globale d'altération de 
l'expression de cette enzyme dans l’hippocampe et le subiculum. 
Il serait aussi intéressant de tester l'activité de cette enzyme. L'activation des NMDAR entraine une 
translocation de la SRR du cytosol à la membrane dendritique pouvant entrainer une diminution de son 
activité (Balan et al., 2009). Cette activation des NMDAR conduit aussi à la production de NO permettant 
la nitrosylation de la SRR qui a pour effet de diminuer son activité (Mustafa et al., 2007). Une autre 
étude très récente a démontré que l'activité de la SRR astrocytaire était en partie dépendante de la 
glycolyse. L'augmentation du flux glycolytique, suite à l'inhibition de la phosphorylation oxydative, 
entraine une diminution de la production de D-sérine alors que l'inhibition de la glycolyse provoque 
l'augmentation de la synthèse de D-sérine (Suzuki et al., 2015). L'activité de la SRR est inhibée par son 
interaction avec la GAPDH. L’hypométabolisme que nous observons dans l’hippocampe des souris 
3xTg-AD pourrait donc entrainer une diminution de l’interaction entre la GAPDH et la SRR et donc 
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augmenter l'activité de la SRR. Cela expliquerait l’augmentation de la concentration de D-sérine 
observée chez les souris 3xTg-AD. 
L’étude de Suzuki et al. réalisée in vitro sur des cultures primaires d’astrocytes pourrait être reproduite 
sur des cultures neuronales afin d’évaluer si les mécanismes de régulation de la SRR dans ce type 
cellulaire, qui ne possède pas les mêmes capacités de contrôle du flux glycolytique, sont identiques à 
celles des astrocytes.  
Deux études in vitro ont montré que l'exposition de cellules microgliales au peptide Aβ provoque 
l'augmentation de l'expression de la SRR dans ces cellules ainsi que la libération de D-sérine (Wu et 
al., 2004, Wu et al., 2007). Le LPS (LipoPolySaccharide), induisant l'activation des cellules microgliales, 
entraine le même effet. Ces cellules pourraient être une source supplémentaire de D-sérine dans la MA 
où elles adoptent un phénotype activé. De nouvelles études sont nécessaires pour déterminer la 
contribution des différents types cellulaires à la production et libération de D-sérine. 
 
Notre étude de la SRR, enzyme intervenant lors de la dernière étape de la production de novo de 
D-sérine, n'a pas mis en évidence de modification de son expression entre les souris contrôles 
et les souris 3xTg-AD. D’autres expériences sont requises pour conclure sur son éventuelle 
implication dans l’altération fonctionnelle de la voie de synthèse L- et D-serine observée chez les  
souris 3xTg-AD.  
 
b) La PHGDH : localisation, expression et activité 
La L-sérine est un acide aminé précurseur de nombreuses molécules telles que des protéines, des 
acides aminés (glycine, D-sérine), des sphingolipides ou encore des nucléotides. La principale source 
de L-sérine cérébrale provient de la diversion du flux glycolytique par l'enzyme PHGDH (Furuya, 2008). 
La synthèse de L-sérine est essentielle au développement cérébral. Ainsi, les patients souffrant d'une 
déficience de l'une des enzymes de la voie de synthèse de la L-sérine (PHGDH, PSAT ou PSPH ; 
syndrome de Neu-Laxova) présentent plusieurs symptômes neurologiques : microcéphalie, retard 
psychomoteur et crises d'épilepsie (Acuna-Hidalgo et al., 2014). Des modèles animaux invalidés pour 
l'expression de la PHGDH (PHGDH-KO) ont été générés. L'invalidation de la PHGDH induit une létalité 
embryonnaire (Yoshida et al., 2004), démontrant son rôle indispensable lors du développement. Elle 
est aussi indispensable à la production de L-sérine à l'âge adulte, son invalidation conditionnelle 
spécifiquement dans les astrocytes à l'âge adulte diminuant la quantité de L-sérine, D-sérine et glycine 
(de 85%, 90% et 60%, respectivement) dans l'hippocampe (Yang et al., 2010).  
L'enzyme PHGDH est une protéine exclusivement exprimée dans les astrocytes chez l’animal adulte 
(Yamasaki et al., 2001). Au cours du développement, les neurones perdent l'expression de la PHGDH 
et deviennent dépendants de la L-sérine astrocytaire (Furuya et al., 2008). Cependant, nous avons pu 
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observer que la PHGDH, en plus des astrocytes, est aussi faiblement exprimée par les cellules 
microgliales. Cela est aussi montré par l'équipe de B. Barres qui, en plus de l’expression microgliale et 
astrocytaire de la PHGDH, a retrouvée de la PHGDH dans les oligodendrocytes (Zhang et al., 2014). 
Cette expression strictement gliale confère à ces cellules un rôle primordial dans la production de novo 
de L-sérine. La participation des cellules microgliales et des oligodendrocytes dans la production du 
pool cérébral de L-sérine reste à déterminer.  
L’expression de PHGDH s’accroit dans certaines conditions pathologiques comme une lésion à l'acide 
kaïnique (entrainant une mort neuronale) et dans les cellules cancéreuses (Jeon et al., 2009, Locasale 
et al., 2011) mais pas après une ischémie cérébrale malgré l'augmentation de production de L-sérine 
(Abe et al., 2014). Dans la MA, cette enzyme n'a jamais été étudiée bien que de nombreuses études 
aient mesuré les niveaux de L-/D-sérine chez les patients atteints de la MA (Nagata et al., 1995, 
Hashimoto et al., 2004, Madeira et al., 2015).  
L'augmentation de l'expression de la PHGDH dans les cellules cancéreuses favorise la déviation du flux 
glycolytique, au niveau de l'intermédiaire 3-phosphoglycérate (3PG), dans la voie de production de la L-
sérine. Cette production de L-sérine est nécessaire à la prolifération des cellules cancéreuses (Locasale 
et al., 2011). L'étude du métabolisme des cellules cancéreuses par ajout de glucose radio-marqué au 
carbone 13 (13C) a permis de montrer que la PHGDH dévie ~2% du flux glycolytique en condition 
normale et jusqu'à 9% dans les cellules cancéreuses (Possemato et al., 2011). 
En utilisant une approche transcriptionnelle, l'équipe d'E. Hol a montré que les astrocytes corticaux des 
souris âgées exprimaient moins la PHGDH que les astrocytes des souris jeunes (Orre et al., 2014b). La 
diminution de l'expression de la PHGDH avec l'âge semble être une caractéristique commune aux 
astrocytes de différentes régions (cortex, hippocampe, subiculum). Cependant, nos travaux montrent 
que les souris 3xTg-AD ne présentent pas de diminution moyenne de la PHGDH mais plutôt une 
modification de l'expression de la PHGDH au sein de la population astrocytaire : les souris 3xTg-AD 
possèdent des astrocytes exprimant très peu la PHGDH et d’autres l’exprimant fortement alors que les 
souris contrôles ont une expression plus homogène de la PHGDH. Cette modification d'expression 
locale est associée à des déficits de synthèse de L-sérine mesurée par EC-LIF. Il serait intéressant de 
déterminer si des changements d’expression de la PHGDH se retrouvent dans d’autres modèles de la 
MA et chez les patients. 
La régulation de la production de la L-sérine a été plus particulièrement étudiée dans le contexte du 
cancer. Dans les cellules cancéreuses, la L-sérine est un régulateur de la voie de la glycolyse et aussi 
de sa propre synthèse. L'absence de L-sérine entraine une diminution de l'activité de la PKM2 (pyruvate 
kinase M2) et donc une déviation du pool de pyruvate de la mitochondrie pour la voie de production de 
la L-sérine (Chaneton et al., 2012). La diminution de la quantité de L-sérine que nous observons chez 
les souris 3xTg-AD pourrait conduire à une inhibition de l'activité de la PKM2, enzyme spécifiquement 
exprimée dans les astrocytes. Cette inhibition de la PKM2 pourrait diminuer le flux glycolytique afin 
d'alimenter la voie de production de la sérine pour restaurer les niveaux physiologiques de L-sérine.  
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Les souris 3xTg-AD présentent une modification d'expression locale de la PHGDH astrocytaire 
associée à une altération globale de la production de L-/D-sérine dans l’hippocampe. Les 
mécanismes qui régulent l’activité de la PHGDH ne sont pas encore bien connus.  Des études 
de co-immunoprécipitation permettraient par exemple d’identifier ses possibles intéracteurs.  
 
c) Les autres enzymes impliquées dans le métabolisme de la L-/D-sérine 
Outre la SRR et la PHGDH, d'autres enzymes sont indispensables à la régulation de la synthèse de L-
/D-sérine (Figure 63).  
La PSAT et la PSPH, les deux autres enzymes nécessaires à la synthèse de novo de L-sérine, sont 
préférentiellement exprimées dans les cellules gliales (Orre et al., 2014b, Zhang et al., 2014). Il n'existe 
pas, à ma connaissance, d'études histologiques confirmant l'expression de ces enzymes dans les 
cellules gliales. L'activité de ces protéines chez les souris 3xTg-AD pourrait être testée grâce à des tests 
enzymatiques déjà décrits dans la littérature (Verleysdonk and Hamprecht, 2000). 
 
 
Figure 63. Schéma hypothétique de la production et du transport de L-sérine et D-sérine entre 
les neurones et les astrocytes. 
Les enzymes en rouge sont majoritairement astrocytaires et la localisation de la SRR (en bleu) est 
toujours débattue. Figure adaptée de (Wolosker and Radzishevsky, 2013). 
 
Comme pour la PHGDH, les enzymes PSAT et PSPH sont légèrement moins exprimées dans les 
astrocytes des souris âgées par rapport aux astrocytes des souris jeunes (Orre et al., 2014b). Une autre 
étude transcriptomique d'Orre et al. effectuée sur des astrocytes isolés de souris modèle de la MA a 
montré une diminution de l'expression des transcrits PHGDH, PSAT et PSPH (Orre et al., 2014a). Ces 
souris APP/PS1 n'expriment pas de mutations de la protéine tau, suggérant un rôle prépondérant d’Aβ. 
Dans ce projet, nous avons développé des AAVs permettant l'expression de protéines fluorescentes 
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spécifiquement dans les astrocytes et notre laboratoire maitrise la technique de tri cellulaire par FACS 
(Fluorescence-Activated Cell Sorting), une analyse des transcrits des astrocytes des souris 3xTg-AD à 
différents âges permettrait d'identifier les gènes différentiellement exprimés chez ces souris par rapport 
aux contrôles. 
Mise à part la production de L-sérine, un autre moyen de réguler la quantité de D-sérine cérébrale est 
de moduler l'activité de l'enzyme la dégradant : la DAAO. Cette enzyme catalyse la désamination des 
D-acides aminés. Son activité peut être inhibée par le benzoate. Afin de réguler l'activation des NMDAR 
dans le cerveau des patients atteints de la MA, différents essais cliniques ont été menés afin 
d'augmenter la quantité de D-sérine cérébrale soit par l'action de la D-cyclosérine ou par traitement avec 
le benzoate mais les résultats sont mitigés (Laake and Oeksengaard, 2002, Lin et al., 2014). L'état 
d'avancement de la MA au moment du traitement et la durée du traitement semblent être les deux 
paramètres à maitriser pour obtenir une meilleure efficacité. 
 
2) Libération de L-/D-sérine 
La production de L-sérine est très majoritairement astrocytaire. En revanche, quels types cellulaires 
produisent la D-sérine et comment la L- et D-sérine sont libérées restent des questions dont les réponses 
sont encore contradictoires.  
La D-sérine est présente majoritairement dans les neurones mais également dans les astrocytes 
(Ehmsen et al., 2013). Dans les astrocytes, la libération de D-sérine est dépendante d'une augmentation 
cytoplasmique de Ca2+. En clampant le calcium astrocytaire ex vivo, la libération de D-sérine astrocytaire 
est altérée ainsi que la LTP (Henneberger et al., 2010). L’augmentation du calcium peut être induit par 
une large population de récepteurs (pour revue (Martineau et al., 2014). Dans les neurones, la 
dépolarisation entraine une libération de D-sérine. Cela a été montré in vitro sur des cultures primaires 
de neurones, ex vivo sur des tranches ainsi que dans le striatum de souris par microdialyse (Rosenberg 
et al., 2010). 
Plusieurs hypothèses sont possibles (Figure 63) : 
- Production de D-sérine dans les astrocytes  
- Production de D-sérine dans les neurones (transfert de L-sérine des astrocytes aux neurones)  
- Stockage de la D-sérine dans les astrocytes (produite par eux-mêmes ou bien après production 
et transfert de la D-sérine neuronale, c’est l’hypothèse de "sérine shuttle" émise par (Wolosker, 
2011)) 
- Stockage de la D-sérine dans les neurones (Ehmsen et al., 2013) 
- Libération de la D-sérine au niveau de la fente synaptique par les astrocytes (Henneberger et 
al., 2010) et/ou par les neurones (Rosenberg et al., 2010) 
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a) Les transporteurs des acides aminés neutres 
De nombreuses études in vitro ont essayé de déterminer quels étaient les différents transporteurs 
responsables de la libération de L-/D-sérine en utilisant des techniques de dosage  par HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography) couplée à la microdialyse ou à l’aide de biosenseurs. Cependant, 
aucun consensus n'a pour l'instant été trouvé.  
Le transport des acides aminés neutres est réalisé par plusieurs familles de transporteurs (système Asc 
ou ASCT). 
Le transporteur ASCT1 a tout d'abord été identifié dans les astrocytes (Sakai et al., 2003) in vivo mais 
par la suite différentes études ont montré que ce transporteur est aussi exprimé dans les neurones in 
vitro (Yamamoto et al., 2004). Les données de transcriptomique semblent confirmer l'expression 
d'ASCT1 principalement dans les astrocytes (Zhang et al., 2014). Notre étude montre une parfaite co-
localisation entre ASCT1 et GLT1, démontrant une expression strictement astrocytaire de ce 
transporteur.  
Les cultures primaires de neurones et d'astrocytes indiquent que le transporteur ASCT2 est 
principalement exprimé par les astrocytes (Bröer et al., 1999). En transcriptomique aussi, le gène 
ASCT2 est majoritairement astrocytaire (Zhang et al., 2014). L'étude de sa localisation cellulaire dans 
le cerveau de souris contredit ces résultats. In vivo, ASCT2 a été observé exclusivement dans les 
neurones dans différentes régions (cortex, striatum, hippocampe), excepté dans la rétine où ASCT2 co-
localise avec la GFAP (Gliddon et al., 2009).  
Aucune étude in vivo n'a identifié la localisation cellulaire d'Asc-1 bien que son transcrit soit 
principalement exprimé dans les astrocytes (Zhang et al., 2014). 
Le manque d’agents pharmacologiques spécifiques n’a pas permis l’étude fonctionnelle de ces 
différents transporteurs. Le développement d’un inhibiteur d’Asc-1 (Brown et al., 2014) permettra de 
mieux appréhender les échanges des acides aminés L- et D-sérine entre les neurones et les astrocytes. 
Ces différents transporteurs n'ont pas la même affinité pour la D-sérine. Asc-1 présente une forte affinité 
pour cet acide aminé (Km = 20 µM) (Rutter et al., 2007) alors qu'ASCT2 et ASCT1 ont une faible affinité 
pour la D-sérine (Km = 1mM) (Shao et al., 2009). Asc-1 se présente donc comme le principal 
transporteur de la D-sérine, avec notamment un rôle prépondérant dans l'élimination de la D-sérine 
extracellulaire. Son invalidation dans le cerveau de souris entraine une diminution de 70% de la 
recapture de la D-sérine (Rutter et al., 2007). Cependant le rôle des transporteurs ASCT n'est pas 
négligeable dans l'homéostasie cérébrale de la sérine, une mutation dans le gène ASCT1 provoque des 
retards développementaux, des microcéphalies ainsi que des crises d'épilepsie: des symptômes 
cliniques proches de ceux causés par une déficience de production de L-sérine (Damseh et al., 2015). 
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b) Libération vésiculaires de la D-sérine 
Un autre moyen de transport de la D-sérine a récemment été identifié, il s’agit des vésicules astrocytaires 
(Martineau, 2013). La localisation de la SRR proche de ces vésicules suggère un couplage fonctionnel 
entre la production de D-sérine et son entrée dans les vésicules (Martineau, 2013). Ce domaine d'étude 
des vésicules astrocytaires transportant des acides aminés est très récent, d'autres expériences seront 
nécessaires avant de pouvoir déterminer le transporteur permettant l'entrée de D-sérine dans les 
vésicules et les mécanismes moléculaires entrainant la fusion de ces vésicules avec la membrane 
plasmique.  
Lors de ce projet, nous avons suivi l'hypothèse d'une altération de la libération de la D-sérine ou 
du "shuttling" de son précurseur, la L-sérine. Nos données acquises sur les souris 3xTg-AD 
montrent tout l’intérêt qu’il y aurait à étudier ces échanges intercellulaires de L- et D-sérine dans 
la MA, éventuellement à des fins thérapeutiques. 
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C. Le métabolisme énergétique : implication dans la production de 
D-sérine 
La L-sérine cérébrale est produite par déviation du flux glycolytique par la PHGDH. Une modification de 
ce flux pourrait donc entrainer une altération de la production de L-sérine et par conséquent de la D-
sérine. L'étude du métabolisme énergétique cérébral in vivo par autoradiographie offre des données 
comparables à celles obtenues chez les patients même si elle ne permet pas d'obtenir une résolution 
cellulaire. 
1) L'amyloïde-β : perturbateur du métabolisme énergétique ? 
Plusieurs études du métabolisme énergétique cérébral de modèles murins de la MA ont montré des 
résultats variables selon les structures observées, le modèle et l'âge des souris au moment de 
l'expérience (Niwa et al., 2002, Valla et al., 2006, Valla et al., 2008, Nicholson et al., 2010). Une étude 
des souris 3xTg-AD à 2, 12 et 18 mois, sans distinction mâle/femelle, a été effectuée par l'équipe de J. 
Valla. Ils observent un hypométabolisme dans toutes les régions étudiées (Nicholson et al., 2010). 
Cependant, la segmentation manuelle des régions d'intérêts (ROI) peut entrainer une perte 
d'information : des clusters à la fois et hypo- et hypermétaboliques peuvent être présents au sein d'une 
même structure anatomique (Dubois et al., 2010). L'analyse par SPM a ainsi permis l'identification de 
clusters hypo- et hypermétaboliques dans l'ensemble du cerveau des souris femelles 3xTg-AD, dès 
l’âge de 6 mois où il n’y a pas de plaques Aβ mais seulement de l’Aβ intracellulaire. L’Aβ soluble est 
donc suffisant pour induire des altérations du métabolisme cérébral chez les souris 3xTg-AD mais aussi 
dans d’autres modèles murins de la MA (Niwa et al., 2002). Certains clusters hypermétaboliques à 6 
mois ont été ensuite identifiés comme hypométaboliques à 12 mois, notamment dans le striatum. Cela 
suggère que des mécanismes de compensation se mettent en place tôt dans le développement de la 
MA. Une étude du métabolisme cérébral par 13C-RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) des souris 
3xTg-AD âgées de 7 et 13 mois a montré une évolution de leur statut métabolique d'hyper- à 
hypométabolique, respectivement (Sancheti et al., 2014a, Sancheti et al., 2014b). 
Les clusters hypométaboliques détectés dès l'âge de 6 mois dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD, 
sont retrouvés chez les souris de 12 mois de façon plus étendue : une aggravation de l'altération 
métabolique est observée. Cette diminution de l'entrée de glucose dans la voie de la glycolyse dans 
l'hippocampe des souris 3xTg-AD reflète vraisemblablement une diminution du flux glycolytique 
astrocytaire et donc une diminution probable de la quantité de 3PG, le substrat de la PHGDH.  
L'amyloïde-β pourrait directement ou indirectement contribuer à l’hypométabolisme en agissant sur 
l'expression des transporteurs au glucose, sur l'expression des enzymes de la glycolyse ou encore sur 
le flux sanguin permettant l'apport de glucose au cerveau. L'amyloïde-β induit la diminution de la 
localisation de transporteur GLUT4 à la membrane des neurones (Oliveira et al., 2015) alors que des 
astrocytes exposés à ce peptide présentent plutôt un état hypermétabolique (Allaman et al., 2010, Fu 
et al., 2015). Les astrocytes en culture exposés à l'Aβ montrent une augmentation de l’utilisation de 
glucose, de leur libération de lactate et de GSH (Allaman et al., 2010). Cette augmentation du 
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métabolisme semble délétère pour la viabilité neuronale (Allaman et al., 2010). L'équipe de J. 
Jhamandas a aussi démontré que l’augmentation du métabolisme astrocytaire lors d'une exposition à 
l'Aβ serait médiée par l'augmentation de l'expression de PFKFB3, régulateur positif de la glycolyse (Fu 
et al., 2015). Contrairement à l'étude menée par I. Allaman et al., les résultats de Fu et al. soutiennent 
l’hypothèse que l'augmentation du métabolisme des astrocytes exposés à l'Aβ est bénéfique pour ces 
cellules et les rendrait plus résistantes à la toxicité liée à l'Aβ. En effet, l'inhibition de PFKFB3 dans les 
astrocytes exposés à l'Aβ entraine une augmentation de l'accumulation d'Aβ (Fu et al., 2015). Ils ont 
montré que l'expression de la PFKFB3 est augmentée chez des souris modèles de la MA à des stades 
tardifs. L'analyse de cette protéine PFKFB3 chez les souris 3xTg-AD pourrait nous donner des 
indications quant au statut du flux glycolytique des astrocytes de ces souris à 6 et 12 mois. 
Deux étude récentes ont montré que l’expression des transporteurs GLUT3, GLUT4 et GLUT1 est 
diminuée chez les souris modèle de la MA (Chen et al., 2012, Do et al., 2014). Le croisement de souris 
déficientes dans l'expression endothéliale de GLUT1 avec des souris modèles de la MA entraine une 
accélération de la pathologie amyloïde, une diminution de l'activité neuronale et de l'élimination d'Aβ 
(Winkler et al., 2015).  
La modification du métabolisme cérébral du glucose est un marqueur précoce de la MA retrouvé 
chez les patients et dans de nombreux modèles animaux. Cependant le rôle de l’Aβ dans ces 
processus in vivo n’est pas connu : interaction directe, modification de la localisation ou 
perturbation de l’expression des transporteurs, modification du flux vasculaire… L’Aβ pourrait 
intervenir de façon différente en fonction du type cellulaire, du type de récepteur et de sa propre 
localisation intra- ou extracellulaire.  
 
2) Etude du métabolisme avec une résolution spatiale élevée 
La technique autoradiographique ne possède pas une résolution suffisante pour identifier le type 
cellulaire majoritairement impliqué dans l’altération métabolique identifiée dans l’hippocampe des souris 
3xTg-AD. Ces dernières années, le développement des sondes FRET sensibles à différents métabolites 
énergétiques a permis de suivre et de mesurer à l'échelle cellulaire des variations de concentration de 
ces métabolites (lactate, pyruvate, glucose) in vitro et même sur des tranches de cerveau (Bittner et al., 
2010, Sotelo-Hitschfeld et al., 2012, Lerchundi et al., 2015). L'utilisation de ces sondes dans les 
neurones et les astrocytes de l'hippocampe des souris 3xTg-AD permettrait l'étude, dans un contexte 
pathologique, des flux métaboliques au sein d'un type cellulaire spécifique. 
Grâce au développement de vecteurs viraux AAV permettant l'expression spécifique dans les neurones 
ou les astrocytes in vivo, les résultats préliminaires que nous avons obtenus avec la sonde sensible au 
glucose ne montrent pas de différence entre les souris 3xTg-AD et les souris WT en réponse à un retrait 
du glucose extracellulaire. Actuellement, des expériences sont réalisées avec la sonde FRET sensible 
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au lactate afin d’observer si l’expression des transgènes APP/PS1/tau influence la vitesse du flux 
glycolytique dans les astrocytes. 
L'une des limitations de l'utilisation des sondes FRET sur des tranches est la difficulté de les calibrer 
afin d'obtenir des données quantitatives et donc comparables entre deux groupes de souris. Les études 
in vitro sont plus favorables à la réalisation d’expériences de FRET quantitatives. Ainsi, grâce à une 
collaboration avec F. Barros et R. Lerchundi du CECs à Valdivia au Chili, nous avions mené un projet 
de quelques semaines sur l'étude du métabolisme des cellules HEK cultivées en présence ou non des 
protéines mutées d'APP, PS1 ou tau. Cette étude in vitro avait pour objectif de mesurer les changements 
de concentration en glucose dans les cellules en l'absence de glucose extracellulaire ou en bloquant 
les transporteurs au glucose (avec la cytochalasine B). Malheureusement des difficultés techniques et 
une durée de séjour limitée n'ont pas permis d'obtenir de résultats pertinents.  
Dans le cadre de ce projet, une étude FRET utilisant des cultures primaires d'astrocytes et de neurones 
isolés de souris 3xTg-AD et de souris contrôles serait plus appropriée que l'utilisation de cellules HEK.  
Les outils FRET permettent l'étude des flux métaboliques à haute résolution spatiale et 
temporelle bien que leur utilisation en tranche nécessite encore des développements. 
L'observation de ces flux en temps réel permettra probablement d'identifier les mécanismes 
cellulaires contribuant au déficit métabolique observé dans l'hippocampe des souris 3xTg-AD. 
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D. Modèle proposé 
En se basant sur la littérature et les résultats obtenus lors de ce projet, voici un schéma permettant de 
poser les hypothèses du modèle que nous proposons (schéma récapitulatif).  
Ce schéma reprend les différents points abordés dans la discussion et suggère un nouveau lien 
mécanistique entre le métabolisme énergétique et l’activité synaptique. Notre hypothèse ne se base 
pas sur le déficit de production en ATP pour expliquer les diminutions de transmission synaptique 
observées chez les souris 3xTg-AD. Nous faisons plutôt l’hypothèse que la diminution du flux 
glycolytique astrocytaire conduit à une modification de la voie de biosynthèse de L-serine dans ces 
cellules gliales, ce qui a pour conséquence de réduire la quantité de D-sérine disponible à la synapse 
requise pour activer les récepteurs NMDA synaptiques. 
 
De nombreuses expériences sont encore requises pour confirmer cette hypothèse et pour pouvoir 
éventuellement identifier de nouvelles cibles thérapeutiques visant à améliorer la disponibilité de D-
serine à la synapse. 
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V. CONCLUSION GENERALE 
 
Les interactions neurone-glie sont fondamentales pour le fonctionnement du cerveau. De nombreuses 
études ont montré l’importance des coopérations métaboliques entre les neurones et les astrocytes afin 
d’assurer l’homéostasie cérébrale. Ces cellules présentent des profils métaboliques différents qui leur 
confèrent des fonctions métaboliques spécialisées dans le cerveau. Elles expriment un set de gènes 
particulier qui assure la compartimentalisation des voies métaboliques entre ces cellules et qui leur 
permettent de jouer un rôle spécifique dans le cerveau (transmission rapide de l’information, état rédox, 
régulation du flux vasculaire et des ions…). Au cours de cette thèse nous nous sommes attachés à 
caractériser l’importance d’une voie de coopération métabolique entre astrocytes et neurones (la voie de 
biosynthèse de L-sérine) jusqu’alors inexplorée dans le contexte d’une maladie neurodégénérative. Nos 
données obtenues sur un modèle murin de la MA suggèrent que la dérégulation de cette voie métabolique 
astrocytaire pourrait avoir un impact majeur sur la transmission synaptique. De nombreuses expériences 
sont indispensables pour confirmer cette hypothèse et mieux définir les mécanismes moléculaires à 
l’origine de cette dysfonction. Des donnés très intéressantes et des pistes nouvelles tirées du domaine du 
cancer permettent déjà d’imaginer comment réaliser ces prochaines expériences sur nos souris.  
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VI. ANNEXES 
A. Abréviations 
20-HETE 20-hydroxy-eicosatetraenoic acid 
2DG  2-désoxyglucose 
3PG  3-phosphoglycérate 
Aβ  Amyloïd-beta 
aCSF  artificial cerebrospinal fluid 
ADNI  Alzheimer's disease neuroimaging initiative  
ANLS  Astrocyte-neuron lactate shuttle 
ApoE  Apolipoprotein E 
APP  Amyloid precursor protein 
AQP4  Aquaporin 4 
Asc1   Na+-independent alanine–serine–cysteine transporter 1 
ASCT  Na+-dependent alanine–serine–cysteine transporter 
BBB  Blood brainbarrier 
CFP  Cyan fluorescent protein 
DAAO  D-aminoacidoxidase 
DNF  Dégénérescence neurofibrillaire 
EET  Acide Epoxyeicosatrienoique 
EC-LIF  Electrophorèse capillaire couplée à la fluorescence induite par laser 
F2,6P2  Fructose-2,6-biphosphate 
FACS   Fluorescence-activated cell sorting 
FDG-PET 2-[18F]-Fluoro-2-Desoxy-D-Glucose positron emissiontomography 
G6P  Soluble adénylylecyclase 
GDNF  Glia-derived neurotropic factor 
GFAP  Glial fibrillary acidic protein 
GFP  Green fluorescent protein 
GLAST  Glutamate aspartate transporter 
GLT-1  Glutamate transporter -1 
GPCR   G-protein coupled receptor 
GSH  Glutathion 
GSK3β  Glycogen synthase kinase 3 beta 
GWAS  Genome wide association study 
HEK  Human embryonic kidney cells 
HIF1α  Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha 
IDE  Insulin-degrading enzyme 
IRM  Imagerie par resonance magnétique 
HPLC   High-performance liquid chromatography 
KI  Knock-in 
Kir4.1   Inward rectifier-type potassium channel 
KO   Knock-out 
 132
LCR  Liquide céphalo-rachidien 
LDH  Lactate déshydrogènase 
LPS  Lipopolysaccharide 
LTP  Long term potentiation 
MA  Maladie d'Alzheimer 
MAPK  Mitogen-activatedprotein kinase 
MCT  MonoCarboxylatetransporter 
mGluR  Metabotropic glutamate receptor 
MT  Microtubules 
NALS  Neuron-astrocyte lactate shuttle 
NMDAR  N-méthyl-d-aspartate receptor 
NO  Nitricoxide 
PDH  Pyruvate dehydrogenase 
PFK1  6-phosphofructo-1-kinase 
PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase, isoform 3 
PG  Prostaglandine 
PGK   Phosphoglycerate kinase 
PHGDH 3-phosphoglycerate dehydrogenase 
PKM  Pyruvate kinase M 
PS1/PSEN1  Presenilin 1 
PS2/PSEN2 Presenilin 2 
PSAT  3-phosphoserine aminotransferase 
PSD-95 Post-synaptic density-95 
PSPH  Phosphoserine phosphatase 
RMN  Résonance magnétique nucléaire 
ROI  Region of interest 
ROS  Reactive oxygen species 
S100β  S100 calcium binding protein beta 
SHMT  Serine hydroxymethyltransferase 
shRNA  short hairpin RNA 
SRR  Serine racemase 
STED   Stimulated emission depletion 
TCA  Tricarboxylic acid 
TRP  Transientreceptorpotential cation channel 
UA  Unités arbitraires 
VEGF  Vascular endothelial growth factor 
YFP  Yellow fluorescent protein 
xCT  Echangeur cystine/glutamate 
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B. Résumé des régions hyper- et hypométaboliques 
 
 
Age Région 
WT 3xTg-AD Pourcentage 
de 
différence 
Volume des 
clusters 
(mm3) 
Activité 
normalisée  
Activité 
normalisée  
±SEM (nCi/g) ±SEM (nCi/g) 
6 mois  
clusters 
hypermétaboliques 
Thalamus et colliculi supérieurs 247 ±2 276 ±3 11,8 16,4 
Striatum 231 ±2 255 ±2 10,7 3,5 
Septum et noyaux pré-optiques 194 ±5 223 ±4 15,5 1,5 
Cortex rétrosplénial 207 ±3 235 ±3 13,6 0,5 
Cortex cingulaire 248±8 291 ±6 17,4 0,3 
Cortex insulaire antérieur 230 ±5 259 ±3 12,0 0,2 
Colliculi inférieurs 218 ±10 325 ±14 49,0 0,2 
Cortex pririforme 258 ±7 321 ±8 24,5 0,1 
6 mois  
clusters 
hypométaboliques 
Cortex entorhinal, piriforme et 
amygdale 191 ±4 169 ±4 -11,7 1,7 
Hippocampe 187 ±3 163 ±2 -12,9 0,9 
Thalamus 179 ±3 151 ±2 -15,7 0,2 
12 mois  
clusters 
hypermétaboliques 
Thalamus 246 ±5 281 ±6 14,1 10,7 
Cortex visuel 246 ±3 283 ±3 15,2 6,4 
Cortex piriforme 299 ±4 337 ±4 12,9 0,5 
Septum et noyaux pré-optiques 219 ±4 245 ±5 11,9 0,3 
Colliculi supérieurs 242±4 268 ±5 10,7 0,2 
12 mois  
clusters 
hypométaboliques 
Hippocampe 196 ±1 172 ±2 -12,1 6,6 
Cortex entorhinal, piriforme et 
amygdale 199 ±4 172 ±4 -13,5 1,3 
Striatum 216 ±3 189 ±2 -12,4 0,6 
Pont 178 ±4 153 ±4 -14,3 0,5 
Tubercules olfactifs 229±3 198 ±3 -13,3 0,5 
Septum 169 ±3 145 ±4 -14,1 0,5 
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ABSTRACT  
An early alteration of both cerebral glucose metabolism and synaptic activity has been consistently 
described in Alzheimer's disease (AD) patients. Metabolism of glucose via glycolysis and the citric acid 
cycle produces ATP that is essential for synaptic activity and plasticity. In the brain, glucose is 
predominantly processed glycolytically into astrocytes and not by neurons. Beyond ATP production, a 
major function of aerobic glycolysis is to provide precursors to support macromolecular synthesis. L-
serine, generated from glucose through diversion of the glycolytic intermediate 3-phosphoglycerate 
(3PG) into the phosphorylated pathway, is only produced in astrocytes by 3-Phosphoglycerate 
Dehydrogenase (PHGDH), selectively expressed in those glial cells. L-serine is the precursor of D-
serine, the main co-agonist of synaptic NMDAR, required for synaptic activity and plasticity. We used 
3xTg-AD mice to investigate whether a defective astrocytic phosphorylated pathway contributes to early 
synaptic deficits in AD. We found that 3xTg-AD mice display early in vivo alterations of glucose 
metabolism, synaptic deficits (LTP and LTD) in the CA1 region and also lower concentration of L-serine. 
Expression of PHGDH was not significantly altered. Exogenous D-serine completely rescued both forms 
of synaptic plasticity in 3xTg-AD mice. These data support the hypothesis that a deficit of L-serine 
synthesis by astrocytes mediated by a decreased glycolytic flux may be responsible for the synaptic 
alteration mediated by NMDAR in the hippocampus of 3xTg-AD mice.  
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INTRODUCTION 
Alzheimer’s disease (AD) is a neurological disorder characterized by progressive memory loss and 
cognitive impairment. AD neuropathology includes brain deposition of amyloid plaques formed by 
misfolded amyloid-β (Aβ), neurofibrillary tangles and synapse loss (Hardy and Selkoe, 2002, Spires-
Jones and Hyman, 2014).  
The aggregation and subsequent cerebral accumulation of the amyloid-β (Aβ) peptide is a key initiating 
factor in AD, long before the onset of cognitive symptoms. It is well established that soluble Aβ1-42 
oligomers play an essential pathogenic role in decreased spine density, impairment of synaptic plasticity 
and neuronal loss (Lambert et al., 1998, Haass and Selkoe, 2007). Multiple studies have shown that 
long-term potentiation (LTP) is impaired in AD or Aβ-exposed hippocampus, and that this impairment is 
dependent on NMDARs but also AMPARs, metabotropic glutamate receptors (mGluRs) and glutamate 
transporters (for references see (Tu et al., 2014)). 
In addition, decreased glucose metabolism also occurs in specific brain regions during the pre-
symptomatic period (Mosconi et al., 2010, Cohen and Klunk, 2014). This reduction of cerebral glucose 
metabolism correlates with disease progression and even predicts histopathological diagnosis in AD. 
Although both Aβ and Tau are central to AD pathogenesis, it is still unclear whether and how glucose 
dysregulation contributes to synaptic defects in AD (Chen and Zhong, 2013). Recent observations 
suggest that the complex metabolic arrangements occurring early in AD may depend heavily on 
astrocytes (Vlassenko et al., 2010). Glucose entering via facilitated transport across the blood brain 
barrier into both neurons and astrocytes represents an important source of energy for the brain. It has 
recently been shown that reduced glucose transporter 1 (GLUT1) expression in endothelial cells 
worsens cerebrovascular degeneration, neuropathology and cognitive function in an AD mouse model 
(Winkler et al., 2015). This shortage of glucose may directly reduce the availability of ATP required to 
sustain synaptic transmission but could also decrease the production of lactate, a product of aerobic 
glycolysis in astrocytes that was recently shown to be necessary for the maintenance of LTP (Suzuki et 
al., 2011, Yang et al., 2014). We have previously shown that another gliotransmitter released from 
astrocytes, the NMDAR co-agonist D-serine, is also required for LTP (Henneberger et al., 2010). 
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Interestingly, D-serine is also generated from glucose through diversion of the glycolytic intermediate 3-
phosphoglycerate (3PG) into the phosphorylated pathway. The first committed step in this pathway is 
the oxidation of 3PG to 3-phosphohydroxypyruvate by the specific astrocytic enzyme 3-
Phosphoglycerate Dehydrogenase (PHGDH) (Yamasaki et al., 2001). The critical role of PHGDH to 
generate D-serine (Yang et al., 2010) directly in astrocytes and indirectly in neurons after import of 
astrocytic L-serine has been recently reported (Ehmsen et al., 2013). 
We therefore sought to investigate whether a defective astrocytic phosphorylated pathway contributes 
to early synaptic deficits in AD. We found that 3xTg-AD mice display early in vivo alterations of glucose 
metabolism, synaptic deficits (LTP and LTD) in the CA1 region and also lower concentration of L-serine. 
Exogenous D-serine completely rescued both forms of synaptic plasticity in 3xTg-AD mice. These data 
support the hypothesis that a deficit of L-serine synthesis by astrocytes mediated by a decreased 
glycolytic flux may be responsible for the synaptic alteration mediated by NMDAR in the hippocampus 
of 3xTg-AD mice. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animals 
All experimental procedures using animals were performed in strict accordance with French regulations 
(Code Rural R214/87 to R214/130) and conformed to the ethical guidelines of both the European 
Economic Community (86/609/EEC) and the French National Charter on the ethics of animal 
experimentation. They were approved by a local ethics committee and submitted to the French Ministry 
of Education and Research (Approval 14-015). The animal facility is accredited by the French authorities 
(B9-032-02). We used homozygous 3xTg-AD mice generated and maintained in a mixed J29/C57BL6 
background (MMRRC #034830). 3xTg-AD mice express the mutated gene PS1M146V (knock-in) and 
mutated human genes APPSwe and tauP301L in the same locus, both under the control of the mouse 
Thy1.2 regulatory element (Oddo et al, Neuron 2003). We also used age-matched NonTg control mice 
on the same background strain (J29/C57BL6).  
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In Vivo [14C]-2-Deoxyglucose Uptake 
We measured [14C]-2-Deoxyglucose (2-DG) uptake in four experimental groups: 6-month-old female 
3xTg-AD mice (n=10), 6-month-old female WT mice (n=9), 12-month-old female 3xTg-AD mice (n=10) 
and 12-month-old female WT mice (n=10). Experiments were performed in conscious, lightly restrained 
animals that were previously habituated to the constraint. Animals were fasted for 12 hours before the 
experiment but had free access to water. On the day of the experiment, mice were anesthetized with 
isoflurane (2% in O2) and two catheters were inserted into the femoral artery and vein, respectively. 
Body temperature was maintained at 37°C. Mice were allowed to recover from anesthesia for 1 hour 
and were intravenously injected with [14C]-2DG (16.5 mCi/100 g body weight; Perkin Elmer, Boston, MA, 
USA). Glycemia was measured using DIGL-100 QuantiChrom™ Glucose Assay Kit.  Mice were 
euthanized by injection of a lethal dose of sodium pentobarbital. The brains were rapidly removed and 
immediately frozen at -40°C in isopentane. They were cut into 20 µm-thick coronal sections with a 
CM3050S cryostat (Leica, Rueil-Malmaison, France). Every second section was mounted on coverslip, 
rapidly heat-dried, and placed against autoradiographic film (Kodak Biomax MR) for 10 days together 
with radioactive [14C] standards (146C, American Radiochemical Company, St Louis, MO, USA). Every 
second section was mounted on Superfrost glass slides that were then processed for Nissl staining, to 
obtain additional information about brain anatomy. 
 
Postmortem Image Registration, Three-Dimensional Reconstruction and Analysis 
Autoradiographic and Nissl-stained sections were digitized using a high-resolution flatbed scanner 
(ImageScanner III; GE Healthcare Europe, Orsay, France) at 600 dpi (pixel size 42 x 42 µm2) and 1,200 
dpi (pixel size 21 x 21 µm2) in-plane resolution, respectively. Image processing was performed using 
our in-house software platform BrainVISA (http://brainvisa.info/). Each anatomic volume was first 
reconstructed in 3D, and each autoradiographic volume was reconstructed in 3D using the 
corresponding anatomic volume as geometrical reference for co-registration (Dubois et al., 2010). 
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Autoradiographic images were converted from gray levels to activity (nCi/g) using the [14C] standards 
and normalized at 200 nCi/g. A brain template was created using all the anatomic brain volumes at a 
final resolution of 0.05 x 0.05 x 0.1 µm3. Regional differences in cerebral glucose uptake between 3xTG 
and WT mice were then assessed using a voxel-based two-tailed unpaired t-test implemented in 
BrainVISA (Vandenberghe et al, in prep).  
 
Immunofluorescence 
Mice were euthanized by an overdose of pentobarbital and perfused transcardially with 100 ml of cold 
4% paraformaldehyde (PFA) solution in phosphate buffer (PB, 0.1 M, pH 7.4). Brains were cryoprotected 
in a 30% sucrose solution in PB for 24h. Sagittal and coronal brain sections (35 µm) were cut on a 
freezing microtome, collected serially, and stored at -20°C until additional analysis. Slices were 
permeabilized, blocked with 0.2% Triton X-100 (Sigma) and 4.5% normal goat serum (Sigma) for 30 
min and were incubated overnight at room temperature (RT) with the following primary antibodies: GFAP 
(1:1000, rabbit; Dako), PHGDH (1:500, guinea pig; Frontier Institute) and NeuN (1:500, mouse; 
Chemicon), IBA1 (1:1000, rabbit; Dako), After rinsing, brain slices were incubated for 3h at RT with 
fluorescent secondary Alexa Fluor-conjugated antibodies (Invitrogen) and mounted with FluorSave 
reagent (Calbiochem). For SRR labeling, the tissue sections were blocked with 4% mouse IgG blocking 
reagent (Vector Laboratories) and incubated with anti-SRR antibody (1:500, mouse; BD Biosciences). 
After rinsing, the sections were incubated with the ImmPRESS HRP Anti-Mouse Ig (Peroxidase) 
Polymer Detection Kit (Vector Laboratories) following the manufacturer’s protocol, and then with Alexa 
594-tyramide in an amplification buffer (Perkin Elmer). 
 
Immunohistochemistry 
Brain slices were pretreated in 0.3% H2O2, blocked in 4.5% NGS (Sigma), and incubated with the 
following primary antibodies:  4G8 (1:1000, mouse; Signet Covance), AT8 (1:400, mouse; 
ThermoScientific), OC (1:500, rabbit, Millipore), AT180 (1:1000, mouse, ThermoScientific), HT7 (1:500, 
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mouse, Innogenetics) for 48h at 4°C. After rinsing, brain slices were incubated with biotinylated 
secondary antibodies (Vector Laboratories) for 1h at RT. Finally, they were incubated with the Vectastain 
Elite ABC Kit (Vector Laboratories) and revealed with the DAB kit (Vector Laboratories). 
 
Image analysis  
Images were acquired using confocal microscopy (Leica SP8) and were analyzed using Fiji 
(http://fiji.sc/Fiji). Analysis of the astrocyte ramification and of the corresponding immunofluorescence 
staining was performed from stacked confocal images (13 steps; z-step 1µm, maximum intensity stack) 
acquired with the 40X objective, zoom 2 (pixel size of 0.284 x 0.284 µm2). The image stacks of GFAP 
staining were reconstructed as binarized representations and the Sholl method of concentric circles 
(Sholl, 1953) was used to determine astrocyte ramification. Each cell was manually outlined to exclude 
adjacent cells by tracing a region of interest (ROI) and was analyzed by selecting the center of its soma 
and then running the Sholl analysis procedure, which counts the number of intersections at circles of 
increasing radii (1µm increased radius between each ring) from the center. The ROI was then applied 
on the image stacks of PHGDH staining to measure the mean grey value of each analyzed astrocyte. 
The maximal ring with an intersecting process (max distance), the sum of the number of intersections 
(branching complexity) for all circles and the ramification index were calculated for each cell and 
compared among groups to the corresponding mean grey value of PHGDH staining. 
 
Immunoblotting 
Mice were killed with an overdose of sodium pentobarbital. Brains were rapidly collected and sliced into 
1-mm thick coronal sections with a brain matrix and the subiculum was dissected out. Samples were 
then homogenized with a sonicator (cycle 0.5, amplification 30%, 6 strokes) in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 
100 mM NaCl, and 1% SDS, with protease (Roche) and phosphatase (Sigma) inhibitor cocktails. Protein 
concentration was determined by the BCA method. Protein samples were diluted in NuPAGE LDS 
sample buffer with NuPAGE Sample Reducing agent (Life Technologies), boiled for 10 min, loaded on 
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a 4–12% Bis-Tris gel, submitted to SDS-PAGE, and transferred to a nitrocellulose membrane, with an 
iBlot transfer device (Life Technologies). Membranes were blocked in Tris-buffered saline with 0.1% 
Tween 20, 5% milk for 30 min at RT then blotted overnight at 4°C with antibodies against PHGDH 
(1:500), SRR (1:1000) and Actin (1:5000, rabbit; Sigma) diluted in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 
20 and 5% milk. After rinsing, secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase were incubated 
with the membrane for 1 h. Antibody binding was detected by a Fusion FX7 camera system 
(ThermoScientific) after incubation with the enhanced chemiluminescence Clarity substrate (Bio-Rad). 
Band intensity were measured with BioID software and normalized to actin expression. 
 
Determination of L- and D-serine using chiral CE-LIF 
Freshly dissected brains were cut using a brain matrix and the hippocampus was dissected from the 
slices using a stereomicroscope. Tissue samples were weighed, put on dry ice immediately after 
dissection and stored at −80°C until further processing. Brain tissue samples were homogenized by 
sonication for 5 s in ACN: water 2:1 solution (10µL/mg). Samples were centrifuged at 3000g for 10 min 
at 4°C to remove precipitated proteins. Then, the samples were kept at −80°C until analysis. Later on, 
10 µL of sample was mixed with 37.5 µL derivatization buffer containing 20mM pH 10 borate, 1µM 
aminoadipic acid as internal standard and 6 µL of a solution at 5mg/mL of 4-Fluoro-7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazole (NBD-F) in methanol. The mixture was heated at 65°C for 20 min and then stored at 
7°C for 30 minutes. Quantitative analysis of L- and D-serine was performed using Capillary 
Electrophoresis coupled to Laser-induced Fluorescence (CE-LIF) detection according to (Lorenzo et al., 
2013). Capillary electrophoresis experiments were carried out with a PA800+ ProteomeLab instrument 
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). The instrument was coupled with LIF detection equipped with a 3.5 
mW argon-ion laser. Excitation and emission wavelengths were 488 and 520 nm, respectively. The silica 
capillary has a 75 µm diameter, 50 cm of effective length. All solutions were kept refrigerated at 7 ± 2°C 
in the CE autosampler. Data acquisition and instrument control were carried out using 32 KaratTM 
system software version 7.0 (Beckman Coulter, USA). Electrophoretic conditions were: 175 mM borate 
buffer at pH 10.25 prepared with 12.5 mM β-cyclodextrin, at 21 000 volts for 45 minutes. 
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Electrophysiology 
Slice Preparation 
Experiments were carried out on adult mice (7 months old) in accordance with the French National Code 
of Ethics on Animal Experimentation and approved by the Committee of Ethics of Bordeaux 
(authorization no. A50120109). Briefly, mice were anesthetized with isoflurane and euthanized. The 
brain was quickly removed from the skull and placed in cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) saturated 
with 95% O2 and 5% CO2. aCSF was used for dissection, slicing and recordings. The aCSF composition 
was (in mM): 125 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.3 MgCl2, 2 mM CaCl2, 26 NaHCO3, and 10 glucose 
(pH 7.3, 300-305 mOsm/kg). A block of tissue containing the hippocampus was prepared and 
hippocampal sagittal slices (350 µm) were cut using a vibratome (Leica, VT1200S, Germany). Slices 
were incubated 30 min at 32°C and then allowed to recover for at least one hour at room temperature.  
Field Recordings 
For electrophysiological recordings, slices were transferred into a recording chamber continuously 
perfused with aCSF (3 ml/min). A cut between CA3 and CA1 was made to avoid epileptiform activity, 
due to the presence of picrotoxin (100 µM) added in aCSF just before recordings. CA3-CA1 areas were 
identified with differential interference contrast microscopy (Olympus BX50). Field excitatory 
postsynaptic potentials (fEPSPs) were recorded with a Multiclamp 700B amplifier (Axon Instruments, 
Inc.) using pipettes (3.5-5 MΩ) filled with aCSF and placed in the stratum radiatum of CA1 area, close 
to the subiculum. Synaptic responses were evoked at 0.5 Hz by orthodromic stimulation (100 µs) of 
Schaffer collaterals using a glass pipette, filled with aCSF and placed in the stratum radiatum >200 µm 
away from the recording electrodes. LTP was induced by applying a high-frequency stimulation (HFS) 
protocol consisting of 1 s trains of 100 Hz stimulation repeated four times at 20 s intervals, in current 
clamp mode. NMDA fEPSPs were recorded in low Mg2+ aCSF (0.2mM) with picrotoxin (100 µM) and 
2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-dione (NBQX) (10 µM) to block GABAa and 
AMPA/kainite receptors respectively. LTD was induced using a low-frequency stimulation (LFS) 
consisting of a train of stimuli given at 1 Hz for 15 minutes.  Signals were filtered at 2 kHz and digitized 
at 10 kHz via a DigiData 1322 interface (Axon Instruments, Inc.). Data were collected and analyzed 
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using pClamp 9 software (Axon Instruments Inc.). Average fEPSPs traces were obtained from at least 
10 min of stable recordings.  
 
Statistical analysis  
Data are presented as mean ± SEM. Significance was assessed at p<0.05. Statistical analysis was 
performed using Statistica. For comparison between two groups, Student’s t-test was used. For multiple 
comparisons, a one-way ANOVA followed by Fisher’s protected least-significant difference post hoc test 
was used. A p-value less than 0.05 was considered statistically significant. The frequency distributions 
were compared using a Khi2 test. Electrophysiological data were compared using Mann Whitney or 
Wilcoxon test. Symbols used are ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01 for Mann Whitney test; #p < 0.05; ##p < 0.01 for 
Wilcoxon test. 
 
 
RESULTS 
We first performed an anatomopathological evaluation of our colony of 3xTg-AD mice by focusing on 
the hippocampal formation. We found that Aβ pathology develops earlier than the tau pathology but with 
a delayed time course as compared to the original publication (Supplemental figure 1). While 
intraneuronal Aβ was already present in 6 month-old 3xTg-AD mice, oligomers and extracellular plaques 
were detected only in the subiculum of 12 month-old 3xTg-AD mice. Using various Tau antibodies, we 
found that Tau is conformationally altered and hyperphosphorylated at multiple residues in an age-
related manner. As also observed by others (Nelson et al., 2007, Hirata-Fukae et al., 2008), we found 
that the pathology was significantly more pronounced in female mice compared to age-matched male 
(Supplemental figure 1). We therefore only used female 3xTg-AD mice at 6-7 month and at 11-12 
months of age. 
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Synaptic dysfunction in the CA1 region of 3xTG-AD mice 
The 3xTg-AD mice are characterized by deficits in synaptic plasticity in CA3-CA1 synapses, including 
long-term potentiation (LTP) that occurs prior to extracellular Aβ deposition and tangles but is associated 
with intracellular Aβ immunoreactivity (Oddo et al., 2003b). We confirmed that the basal glutamatergic 
transmission is altered as smaller fEPSPs are evoked at CA3-CA1 synapses of 7 month old female 
3xTg-AD mice (n = 8 in WT and n = 11 in 3xTg-AD mice; Figure 1B). Similarly we also observed that 
high-frequency stimulation (HFS)-induced LTP is impaired in these animals (156.7% ± 6.7 in WT vs 
123.5% ± 5.4 in 3xTg-AD, p= 0.028; Figure 1C). Similarly, low-frequency stimulation (LFS)-induced LTD 
was also reduced in 7 month old female 3xTg-AD mice (20% decrease in WT vs. 15% increase in 3xTg-
AD; Figure 1D). Such impairments of synaptic transmission in CA1 were not associated with either the 
presence of Aβ plaques or hyperphosphorylated Tau but only with intraneuronal Aβ as observed using 
4G8 and AT8 antibodies (Figure 1E).  
 
No astrocyte reactivity in the CA1 region of 3xTG-AD mice at symptomatic ages 
Astrocytes become reactive in many neurodegenerative diseases and display increases in GFAP 
expression and morphological changes (Ben Haim et al., 2015). Using immunohistochemistry in the 
CA1 region, we did not detect any change of GFAP expression at both 6 and 12 month of age (Figure 
2A). Quantification of individual GFAP-expressing astrocytes using a Sholl analysis (Figure 2B) provided 
no evidence of morphological changes (Figure 2C) or any detectable cellular hypertrophy (Figure 2D) 
at the two time-points studied. Those data indicate that symptomatic 3xTg-AD mice do not exhibit any 
astrocyte reactivity in CA1. Finally, those mice did not show early sign of neuroinflammation since the 
level of expression of Iba1 was only statistically different compared to control mice at 12 month of age 
(Figure 1A). Our analysis is consistent with other observations performed at the mRNA level (Zumkehr 
et al., 2015) and suggests that synaptic deficits occur before overt astrocyte reactivity and 
neuroinflammation. 
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3xTg-AD mice display alteration of energy metabolism in vivo 
We performed an in vivo 3D autoradiographic measurement of glucose uptake including a voxel-wise 
statistical analysis to map the cerebral metabolic differences between WT and 3xTg-AD mice at two 
time-points. Such an approach allows for an unbiased identification of statistical significance at the voxel 
level between groups without operator-dependent delineation of regions of interest (Dubois et al., 2010) 
as it is widely employed for human studies using Statistical Parametric Mapping (SPM). We found that 
6 month-old 3xTg-AD mice display localized increases in glucose uptake in the striatum, the auditory 
cortex and the retrospenial cortex. Decreases in glucose uptake were observed in the amygdala, the 
entorhinal cortex and the hippocampus (Figure 3A). Older 3xTg-AD mice display the same 
hypermetabolic clusters but more hypometabolic clusters in particular in the hippocampus (Figure 3B). 
Within the hippocampus, the glucose uptake was significantly decreased by 10 to 15% in the CA1, 
Dentate Gyrus and CA2. These results indicate that 3xTg-AD mice display localized metabolic changes 
reminiscent to what is observed in AD patients. In the brain, glucose is mainly transported into astrocytes 
and processed via aerobic glycolysis (Magistretti and Allaman, 2015). We next investigated whether the 
glycolytic flux was altered in astrocytes of 3xTg-AD mice. 
 
Glycolytic flux in astrocytes from 3xTg-AD mice 
Laconic FRET on going 
Pfkfb3 immunoblotting on going 
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Alteration of the production of L- and D-serine in 3xTg-AD mice  
D-serine is generated from L-serine via the serine racemase (SRR). L-serine is synthetized only in 
astrocytes through diversion of the glycolytic intermediate 3-phosphoglycerate (3PG) into the 
phosphorylated pathway. The first committed step in this pathway is the oxidation of 3PG to 3-
phosphohydroxypyruvate by the specific astrocytic enzyme 3-Phosphoglycerate Dehydrogenase 
(PHGDH). We then determined whether the expression of both SRR and PHGDH was altered in the 
CA1 region of 6 month-old 3xTg-AD mice. Using specific antibodies and confocal microscopy we first 
confirmed that SRR is not significantly expressed into astrocytes and microglia in CA1 while PHGDH is 
almost exclusively expressed by astrocytes and by few microglial cells albeit at a lower level (Figure 4A, 
C).  Using RT-qPCR and immunoblotting, we observed that the level of expression of srr and phgdh 
was not significantly different between control and 3xTg-AD mice (Figure 4B, D). We took advantage of 
our Sholl analysis performed on individual astrocytes to probe whether the expression of PHGDH could 
be locally altered in the CA1 region of 3xTg-AD mice. When the level of PHGDH immunofluorescence 
was calculated on individual astrocytes selected from GFAP stack images, we found that the distribution 
of PHGDH expression was significantly different between control and 3xTg-AD mice (Figure 5A, B). 
While 16% of control astrocytes expressed PHGDH at a value above 120, this percentage is only of 4% 
in 3xTg-AD astrocytes. There was no correlation between the level of PHGDH expression and the 
ramification index or the astrocytic surface (data not shown), indicating that PHGDH expression is not 
influenced by the state of astrocyte reactivity. These rather limited changes in PHGDH expression 
translated into significant functional changes since the concentration of L-serine was significantly lower 
in 3xTg-AD mice (∼50%), while the concentration of D-serine was significantly higher (more than 
doubled) (Figure 5C). As a consequence, the ratio of L- to D-serine was significantly lower in 3xTg-AD 
mice therefore supporting the hypothesis of a defective (probably metabolically-driven) astrocytic 
phosphorylated pathway. 
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Restoration of synaptic plasticity by D-serine 
Our data point to a possible impairment of D-serine metabolism in 3xTg-AD mice. D-serine is an 
endogenous co-agonist of synaptic NMDA receptors in many structures including the hippocampus 
(Henneberger et al., 2010, Papouin et al., 2012). As such, it plays a crucial role in NMDA-dependent 
plasticity (Henneberger et al., 2010). Considering the role played by D-serine in NMDAR activation, we 
next tested whether impairments in hippocampal excitatory synaptic transmission and plasticity in 
female 3xTg-AD mice could be related to a deficit in synaptic D-serine. We recorded the NMDAR 
component of field excitatory post-synaptic potentials (NMDAR-fEPSPs) that was isolated by reducing 
extracellular Mg2+ to relieve the voltage-dependent inhibition of NMDAR and by blocking GABA and 
AMPA/kainate receptors with picrotoxin (100 µM) and NBQX (10 µM), respectively. Bath application of 
D-serine (50µM) induced an increase of NMDA-fEPSPs (123.9% ± 5.6, n=10, p=0.002; Figure 6A). This 
is in agreement with previous work (Papouin et al., 2012) indicating that the level of occupancy of the 
co-agonist binding sites of synaptic NMDARs in this region was not fully saturated under control 
conditions. Importantly, D-serine-mediated increase in synaptic NMDAR-fEPSPs was more important in 
3xTg-AD mice (151.2% ± 8.3, p=0.0078, n=8; Figure 6A) thereby revealing that the level of occupancy 
of the glycine-binding site of NMDAR was significantly reduced in 3xTg-AD mice (p=0.0085). Such 
results could explain the deficit in LTP and LTD observed in 3xTg mice since less NMDAR will be 
available for activation during HFS and LFS. In agreement with this hypothesis, we were able to 
completely rescue both LTP by supplying exogenous D-serine (50 µM) in slices obtained from 3xTg-AD 
mice (163.6% ± 9.7, n = 6 in WT vs. 166.1% ± 12.4, n = 10 in 3xTg-AD; p=0.2635, Figure 6B). Similarly, 
exogenous D-serine (50 µM) completely rescued LTD in 3xTg-AD mice (87% in WT vs. 78% in 3xTg-
AD; p=, Figure 6C). 
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DISCUSSION 
Despite compelling experimental evidence that aberrant neural network activity and dysfunction of 
synapses are the main substrates of cognitive decline in AD, the link between Aβ and memory 
impairments remains controversial. We show that early altered cerebral glucose metabolism, an 
invariant pathophysiological feature of AD, can directly contribute to the synaptic deficits underlying the 
cognitive decline. We found that in 3xTg-AD mice, such reduction of glucose availability leads to a 
decrease in the production of L-serine into astrocytes, an essential precursor of D-serine, a physiological 
ligand of the co-agonist site of synaptic NMDA receptors that is required to sustain synaptic 
transmission. We also found that this alteration of serine metabolism significantly contributes to the 
deficit of LTP observed at CA3-CA1 synapses in 3xTg-AD mice.  
Using electrophysiological as well as 3D analysis of in vivo brain glucose metabolism and 
histopathology, we observed that 3xTg-AD mice display synaptic dysfunctions (in the CA1 region) and 
metabolic impairments (in specific brain regions including the hippocampal formation) before any 
amyloid deposition, inflammation or astrocyte reactivity. Early alterations of cerebral metabolism, as 
measured using fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) and positron emission tomography (PET), are well 
established in AD and several studies have shown that abnormalities in FDG-PET can even predict 
progression from mild cognitive impairment (MCI) to AD (for references see (Cohen and Klunk, 2014)). 
There is no clear correlation between the retention of Pittsburgh Compound-B (PiB, an in vivo amyloid 
imaging agent) and the uptake of FDG in the cortex of AD patients, supporting the hypothesis that 
amyloid deposition is not the main determinant of glucose changes. Such metabolic alterations have 
also been reported in many rodent models of AD including APP, APP/PS1 and 3xTg-AD mice (Niwa et 
al., 2002, Dubois et al., 2010, Nicholson et al., 2010). As we presently observed, decreases in glucose 
use were also reported in young transgenic APP mice that do not have amyloid plaques (Niwa et al., 
2002). The fact that topical application of Aβ reduces glucose use in normal mice (Niwa et al., 2000) 
provides further evidence that Aβ produces alterations in energy metabolism that are independent of 
neuropathological changes. Recent data suggest that the endothelial glucose transporter 1 (GLUT1) 
may represent a molecular target by which Aβ could exert deleterious metabolic effects (Winkler et al., 
2015). In the brain, there exists a metabolic complementarity between astrocytes and neurons. Glucose, 
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the almost exclusive energy substrate of the brain, is processed glycolytically to produce lactate and 
pyruvate in astrocytes, while neurons predominantly process glucose through the pentose phosphate 
pathway to produce NADPH (for review, see (Magistretti and Allaman, 2015)). As a consequence, it is 
likely that the decreased glucose uptake we observed in 3xTg-AD mice was first translated into a 
decreased glycolytic flux into astrocytes. 
One major function of aerobic glycolysis is to maintain high levels of glycolytic intermediates to support 
anabolic reactions in cells (Lunt and Vander Heiden, 2011). Glycolytic intermediates are direct 
precursors for the biosynthesis of some nonessential amino acids since 3-phosphoglycerate (3PG) 
provides the carbons for glycine and serine. In the adult brain, those reactions (known at the 
phosphorylated pathway) occur only into astrocytes (Yang et al., 2010). The importance of this pathway 
is such that homozygous mutations of each of the 3 enzymes responsible for L-serine synthesis 
(PHGDH, PSAT1 and PSPH) are the cause of a common syndrome called Neu-Laxova, a rare 
autosomal-recessive disorder characterized by severe peripheral and central malformations 
(microcephaly) leading to prenatal or early postnatal lethality (Acuna-Hidalgo et al., 2014). We found 
that the concentration of L-serine was significantly lower in 3xTg-AD mice. Since the expression of 
PHGDH, the first enzyme of the phosphorylated pathway responsible for the oxidation of 3PG to 3-
phosphohydroxypyruvate was not significantly altered, it is likely that this decrease of L-serine was due 
to a decreased availability of 3PG to fuel this pathway. L-serine is the main substrate for D-serine 
synthesis in the brain. We have previously shown that D-serine is an endogenous co-agonist of synaptic 
NMDA receptors (Papouin et al., 2012) that plays a crucial role in NMDA-dependent plasticity 
(Henneberger et al., 2010). We then tested the hypothesis that this defective astrocytic phosphorylated 
pathway contributes to early synaptic deficits in 3xTg-AD mice. 
As reported previously in 3xTg-AD and others transgenic mouse models of AD ((Oddo et al., 2003b) 
and see (Cummings et al., 2015) for references), we observed that the alteration of both the basal 
glutamatergic transmission and of the LTP precedes plaque deposition in the CA1 region of 3xTg-AD 
mice.  We found that not only the LTP but also the LTD is significantly impaired in 7 month-old 3xTg-AD 
mice. Those synaptic deficits are not yet observed in 1-2 month-old 3xTg-AD mice (Oddo et al., 2003b) 
because of compensatory mechanisms involving endoplasmic reticulum (ER) calcium release 
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(Chakroborty et al., 2009, Chakroborty et al., 2012). We found that exogenous D-serine (50 µM) 
completely rescued both forms of synaptic plasticity (LTP and LTD) in 7 month-old female 3xTg-AD 
mice. These data support the hypothesis that a deficit of L-serine synthesis by astrocytes mediated by 
a decreased glycolytic flux is responsible for the synaptic alteration mediated by NMDAR in the 
hippocampus of 3xTg-AD mice. In addition to lactate (Suzuki et al., 2011, Yang et al., 2014), our data 
suggest that the altered production of another byproduct of aerobic glycolysis (D-serine) may play an 
important role in the pathophysiology of AD (and perhaps other neurodegenerative diseases). It is 
interesting to note that D-serine levels in the cerebrospinal fluid might constitute a novel candidate 
biomarker for early AD diagnosis (Madeira et al., 2015).  
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LEGENDS TO FIGURES 
 
Figure 1. Deficit of synaptic plasticity at CA3-CA1 synapses in female 3xTg-AD mice 
(A) Tangential brain section of a 6 month-old 3xTg-AD mouse immunostained with 4G8 indicating the 
locations of the stimulating and recording electrodes in the CA1 region at a time when only intraneuronal 
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Aβ is present in the cortex and in the hippocampal formation. (B) Traces (average of 3 sweeps) are 
representative fEPSPs. Input/output curves in WT (white circles) and 3xTg-AD mice (black triangles) 
reveal that basal glutamatergic synaptic transmission was impaired in 3xTg-AD mice. (C) Traces 
represent characteristic fEPSPs evoked before (1) and after (2) LTP induction. LTP was significantly 
impaired in 3xTg-AD mice.  (D) Traces represent characteristic fEPSPs evoked before and after LTD 
induction. LTD was significantly impaired in 3xTg-AD mice. (E) Such impairments of synaptic 
transmission in CA1 was not associated with either the presence of Aβ plaques or hyperphosphorylated 
Tau but only with intraneuronal Aβ as observed using 4G8 and AT8 antibodies. 
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Figure 2. No astrocyte reactivity in the CA1 region of 3xTG-AD mice 
(A) Immunofluorescent staining of 6 and 12 month-old control and 3xTg-AD brain mice using GFAP and 
IBA1 antibodies. The global expression of GFAP as quantified using ImageJ was not changed in the 
CA1 region at both ages. The expression of IBA1 was significantly higher only in 12 month-old 3xTg-AD 
mice. (One-way ANOVA **p<0.01) (B) Illustration of the Sholl analysis performed on a binarised image 
taken form a GFAP immunostaining.  Astrocytes were manually outlined and the Sholl analysis was 
performed using ImageJ. The Sholl analysis generates several parameters such as the surface, the Nm 
(process maximum) and the ramification index (RI) for each analyzed cell. Astrocytes of 6 month-old 
(control n=136, 3xTg-AD n=135) and 12 month-old (control n=120, 3xTg-AD n=120) mice were analyzed 
using the Sholl analysis. (C,D) The distribution of the ramification index and of the surface was similar 
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for all groups (Khi² test), indicating that astrocytes are not reactive in the CA1 region of 6 and 12 month-
old 3xTg-AD mice. 
 
 
 
Figure 3. 3xTG-AD mice display energy metabolism alterations in vivo 
In vivo glucose uptake was measured following 3D-reconstructed autoradiography and voxel-wise 
statistical analysis to map the cerebral metabolic differences between (A) 6 month-old control (n=10) 
and 3xTg-AD (n=10) and (B) between 12 month-old control (n=9) and 3xTg-AD mice (n=10). Brains of 
3xTg-AD mice display hypometabolic and hypermetabolic clusters at both ages. Only hypometabolic 
clusters were observed in the hippocampus and their size were larger in 12 month-old 3xTg-AD mice 
(Student’s t test *p<0.05). Numbers indicate the anatomical position relative to Bregma. 
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Figure 4. Expression of SRR and of PHGDH is not significantly altered in 3xTg-AD mice 
(A) Double immunofluorescent staining of brain sections from 6 month-old control mice using SRR (red) 
and either an astrocyte marker (GFAP, green) or a microglial marker (IBA1, green). (B) Quantification 
of RT-qPCR data for SRR mRNA in control (n=5) and 3xTg-AD (n=10) mice (NS, Student’s t test, 
p=0.87) and immunoblotting for SRR in the CA1 and quantification in 6 month-old 3xTg-AD (n=7) and 
control (n=6) mice (NS, Student’s t test, p=0.47). (C) Double immunofluorescent staining of brain 
sections from 6 month-old control mice using PHGDH (red) and either an astrocyte marker (GFAP, 
green) or a microglial marker (IBA1, green). (D) Quantification of RT-qPCR data for PHGDH mRNA in 
control (n=5) and 3xTg-AD (n=10) mice (NS, Student’s t test, p=0.09) and immunoblotting for PHGDH 
in the CA1 and quantification in 6 month-old 3xTg-AD (n=7) and control (n=6) mice (NS, Student’s t test, 
p=0.62). 
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Figure 5. Metabolism of L- and D-serine is altered in 3xTg-AD mice 
(A) Quantification of PHGDH expression in individual astrocytes isolated during the Sholl analysis. 
Values (ramification index RI, surface and PHGDH expression) obtained in 3 astrocytes from a control 
and a 3xTg-AD mouse CA1 region.  (B) Graph bars showing the differential distribution of the PHGDH 
expression among the astrocytic population of the CA1 region in control (n=136) and 3xTg-AD mice 
(n=135); Khi² test, **p<0.01. (C) Concentration of L- and D-serine in the hippocampus of 6 month-old 
control (n=10) and 3xTg-AD mice (n=7); Student’s t test *p<0.05. 
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Figure 6. Deficits in LTP and LTD in 3xTg-AD mice are due to a decrease of D-serine availability 
(A) Traces are representative NMDAR-fEPSPs recorded before (1) and during (2) D-serine application 
(50 µM). Bar graph summarizing results presented in (A) indicates that the NMDAR co-agonist binding 
site occupancy was decreased in 3xTg-AD mice. (B) D-serine application (50 µM) rescued LTP in 3xTg-
AD mice. Bar graph summarizing experiments presented in B. (C) D-serine application (50 µM) rescued 
LTD in 3xTg-AD mice. Bar graph summarizing experiments presented in C. Results are presented as 
means ± SEM for fEPSPs measured 50-60 minutes after HFS or LFS relative to baseline. **p< 0.01 
(Mann Whitney test). 
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Supplemental figure 1. Histological characterization at different age and sex-relative AD 
progression in the 3xTg-AD mouse model. 
Tangential brain section of a 6, 12 and 18 month-old 3xTg-AD mouse immunostained with 4G8 or OC 
indicating the progression of the amyloid pathology among time in this mouse model. Tangential brain 
section of a 6, 12 and 18 month-old 3xTg-AD mouse immunostained with HT7, AT8 or AT180 indicating 
the progression of the tau pathology among time in this mouse model. Tangential brain section of a 6 
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and 12 month-old 3xTg-AD male and female mouse immunostained with 4G8 showing a more 
aggressive AD phenotype in the female compared to the male in the 3xTg-AD mouse model. 
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